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1.1 Historischer Überblick über die adulte Neurogenese 
 
Bis in die neunziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts galt das Dogma des 
Neurowissenschaftlers und Nobelpreisträgers Santiago Ramon y Cajal, das er mit den 
Worten „Alles kann sterben, nichts kann sich regenerieren“ begründete (Cajal, 
1928). Seine These beinhaltete, dass es ein abgeschlossenes Entwicklungsstadium 
für das Gehirn gibt.  
Die Bildung neuer Nervenzellen war demnach postnatal nicht mehr möglich und 
untergegangene Neurone konnten nicht ersetzt werden. Für Santiago Ramon y Cajal 
war es unverständlich, dass sich neu generierte Nervenzellen in die so komplexen 
Abläufe des menschlichen Gehirns einfinden könnten. 
Obwohl es gegenüber dieser Theorie in der Neurowissenschaft kritische Stimmen 
gab, dauerte es noch Jahrzehnte bis sie akzeptiert wurden. Der Grund hierfür waren 
fehlende Untersuchungs- bzw. Nachweismethoden.  
 
Erst durch eine neu entwickelte Technik, in Teilung befindliche Zellen mit 
3H-Thymidin markieren zu können (Sidman et al., 1959), gelang es Altman und Das 
1965 neu generierte Zellen im Gehirn von Ratten nachzuweisen (Altman und Das, 
1965). 
Allerdings war es ihnen noch nicht möglich, die sich teilenden Zelltypen exakt zu 
definieren. Ihre Arbeiten wurden daher nicht vollständig anerkannt.  
Kaplan und Hinds konnten mit Hilfe des neu entwickelten Elektronenmikroskops, 
mitotischen Zellen in Rattengehirnen charakteristische strukturelle Eigenschaften von 
Neuronen zuordnen und somit Altmans Arbeiten unterstützen (Kaplan und Hinds, 
1977). 
Goldman und Nottebohm, die in den siebziger und achtziger Jahren das Gehirn von 
Kanarienvögeln untersuchten, konnten zeigen, dass postnatale de novo 
Neurogenese im hyperstriatum ventrale, pars caudalis der Tiere möglich ist. In 
diesem Hirnareal, das auch als HVC (high vocal center) bezeichnet wird, kam es 
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während des Erlernens neuer Lieder zur Neubildung tausender Neuronen (Goldman 
und Nottebohm, 1983). 
Allerdings wurden auch diese Arbeiten nicht vollständig akzeptiert. Es vergingen 
weitere ca. zehn Jahre bis das fast ein Jahrhundert alte Postulat Cajals ins Wanken 
geriet.  
 
So waren es schließlich Reynolds und Weiss, denen 1992 erstmals die Isolation 
adulter neuraler Stammzellen aus dem Gehirn von Nagetieren gelang (Reynolds und 
Weiss, 1992). Dieser Arbeit folgten viele weitere, die das Vorkommen von 
Stammzellen in den verschiedensten Teilen des ZNS von Nagetieren beschrieben. 
So zeigten beispielsweise Luskin und Mitarbeiter 1993 die Proliferation von neu 
generierten Neuronen in der subventrikulären Zone (SVZ) des Vorderhirns von 
adulten Nagetieren und Palmer und Mitarbeiter konnten 1997 neurale Stammzellen 
(neural stem cells, NSC) im Hippocampus der Ratte nachweisen (Luskin, 1993; 
Palmer et al., 1997). 
Eriksson und Mitarbeiter beschrieben 1998 als erste die adulte Neurogenese im 
menschlichen Gehirn, genauer gesagt im Hippocampus (Eriksson et al., 1998). Sie 
benutzten hierfür ein ursprünglich aus der Tumorforschung stammendes Verfahren, 
welches das Thymidinanalogon 5-Bromo-2- Deoxyuridin (BrdU) als Marker für 
proliferierende Zellen verwendet und bis heute standardmäßig eingesetzt wird. 
Die Vorzüge dieser Methode liegen einerseits in der Verwendung von BrdU, bei dem 
es sich im Vergleich zum früher eingesetzten 3H Thymidin um einen nicht 
radioaktiven Stoff handelt und andererseits in der Möglichkeit einer phänotypischen 
Analyse der Zellen. 
 
Der von Eriksson erbrachte Beweis der adulten Neurogenese im menschlichen 
Gehirn widerlegte endgültig das von Cajal begründete Postulat: „no new neurons 







1.2 Die neurale Stammzelle 
 
Die klassische Definition einer Stammzelle erfolgt vor allem nach zwei funktionellen 
Kriterien.  
Erstens handelt es sich um undifferenzierte Zellen, die proliferieren können und die 
Fähigkeit zur unbegrenzten Selbsterneuerung besitzen. Zweitens können sie durch 
sog. asymmetrische Zellteilung eine der Mutterzelle entsprechende Stammzelle und 
eine hochdifferenzierte somatische Tochterzelle hervorbringen (Potten und Loeffler, 
1990). 
 
Anhand ihrer Fähigkeit, sich in verschiedene Zelltypen zu entwickeln (Entwicklungs- 
bzw. Differenzierungspotenz), können Stammzellen in totipotente, pluripotente und 
multipotente Stammzellen eingeteilt werden. 
Eine totipotente Stammzelle ist eine Zelle, aus der alle Zellen eines Organismus 
hervorgehen. Beim Menschen ist die einzige Zelle, die diese Fähigkeit besitzt, die 
Zygote. Während der weiteren Entwicklung schränkt sich die Differenzierungspotenz 
immer mehr ein, die Zellen werden pluripotent. Eine pluripotente Stammzelle ist in 
der Lage, Zellen aus allen drei Keimblättern hervorzubringen, allerdings kann sie 
keinen gesamten Organismus mehr bilden. Die multipotente Stammzelle, 
unabhängig davon, ob fetal oder adult, besitzt ein noch geringeres 
Differenzierungspotential. Aus ihr gehen nur Zellen eines bestimmten Gewebes bzw. 
Keimblattes hervor. Sie sind also gewebespezifisch (Alison et al., 2002). 
 
Die beschriebene Einteilung der Stammzellen in toti-, pluri- und multipotent beinhaltet 
eine über lange Zeit vertretene Theorie. Nach dieser sei es nicht möglich, Zellen zu 
reprogrammieren, die einmal darauf programmiert worden sind, eine bestimmte Zelle 
bzw. ein bestimmtes Gewebe zu bilden (Wagers und Weissman, 2004). Eine Reihe 
von Arbeiten widerspricht aber dieser Theorie. So zeigten Bjornson und Kollegen in 
ihrer Arbeit „Turning Brain to Blood“, dass neurale Stammzellen von adulten Mäusen 
in der Lage sind Blutzellen zu bilden (Bjornson et al., 1999). Orlic und Mitarbeiter 
injizierten Knochenmarkzellen in infarzierte Mäuseherzen und berichteten, dass die 
lokal injizierten Zellen neues Myokard bildeten (Orlic et al., 2001). 
Wagers und Weissman beschreiben diese sog. Transdifferenzierung einer Zelle 
folgendermaßen: „Transdifferenzierung beschreibt die Umwandlung einer Zelle einer 
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Gewebeabstammung in eine Zelle einer völlig unterschiedlichen 
Gewebeabstammung mit gleichzeitigem Verlust der gewebespezifischen Marker und 
Funktionen des ursprünglichen Zelltyps und Aneignung der Marker und Funktionen 
des transdifferenzierten Zelltyps“ (Wagers und Weissman, 2004). 
 
Entsprechend der oben genannten Einteilung handelt es sich bei der adulten 
neuralen Stammzelle also um eine multipotente Stammzelle. Gage hat diese 
folgendermaßen definiert: „Neurale Stammzellen können neurales Gewebe bilden, 
haben die Fähigkeit sich selbst zu erneuern und bringen durch asymmetrische 
Teilung andere Zellen als sich selbst hervor“ (Gage, 2000). 
 
Isolierte, adulte neurale Stammzellen können über lange Zeit als Zellverbände, sog. 
Neurosphären in Zellkultur expandieren. Serumfreies Medium, versetzt mit 
epidermalem Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) und Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 2 (fibroblast growth factor 2, FGF2), ermöglicht die Proliferation der 
Stammzellen (Gritti et al., 1999). Durch symmetrische Zellteilung (eine 
undifferenzierte Mutterstammzelle bringt zwei undifferenzierte Tochterstammzellen 
hervor) behalten sie ihre ausgiebige Fähigkeit zur Selbsterneuerung und bleiben 
multipotent. Durch Entzug der genannten Wachstumsfaktoren sind sie erneut in der 
Lage sich zu differenzieren (Galli et al., 2003; Kilpatrick und Bartlett, 1993; Vescovi et 
al., 1993). 
Diese Eigenschaften unter Kulturbedingungen machen neurale Stammzellen zu einer 





1.3 Die adulte Neurogenese 
 
 
1.3.1 Die neurogene Nische  
 
Neurale Stammzellen (neural stem cells, NSC) konnten in vielen verschiedenen 
Teilen des adulten Gehirns von Säugetieren gefunden und aus diesen isoliert 
werden. Zu diesen Hirnregionen zählen unter anderem die subventrikuläre Zone, der 
Hippocampus (Alvarez-Buylla und Lim, 2004; Gage, 2000), das Rückenmark 
(Shihabuddin et al., 1997), die Substantia Nigra (Lie et al., 2002) und die Retina 
(Tropepe et al., 2000). 
Das Vorkommen von Stammzellen in einer Hirnregion allein bedeutet allerdings 
nicht, dass hier auch aktive Neurogenese stattfindet. Die Fähigkeit zur aktiven 
Neurogenese ist abhängig von der sog. Nische, in der sich die Stammzellen 
befinden. Die Stammzellnische wird als spezialisierte Umgebung definiert, in der die 
Selbsterneuerung und Differenzierung der Stammzelle reguliert wird (Alvarez-Buylla 
und Lim, 2004). 
Der strukturelle Aufbau der Stammzellnische und die genauen Mechanismen und 
Faktoren, die das Verhalten von neuralen Stammzellen steuern, spielen in der 
aktuellen Forschung eine große Rolle. Wichtige Komponenten der Stammzellnische 
sind Astrozyten (Song et al., 2002), Ependymzellen (Ramirez-Castillejo et al., 2006), 
vaskuläre Zellen, verschiedene Wachstumsfaktoren (Doetsch, 2003) sowie 
Neurotransmitter und Faktoren der extrazellulären Matrix (Alvarez-Buylla und Lim, 
2004; Morrison und Spradling, 2008).  
Die Nischen, in denen unter normalen Bedingungen Neurogenese stattfindet, werden 
als permissive Nischen bezeichnet. Es scheinen nur zwei dieser permissiven 
Nischen zu existieren: Zum einen die subgranuläre Zone (SGZ) im Gyrus Dentatus 
des Hippocampus und zum anderen die subventrikuläre Zone (SVZ) der 
Seitenventrikel, in der neue Neurone generiert werden, um dann über den sog. 
„rostral migratory stream“ zum Riechkolben zu wandern (Ming und Song, 2011). 
Hirnregionen, in denen zwar neurale Stammzellen gefunden werden, aber unter 
normalen Bedingungen keine regelmäßige Neurogenese stattfindet, werden als sog. 
nicht-permissive Nischen bezeichnet. Allerdings ist es möglich, diese Stammzellen 
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derart zu stimulieren, dass sie erneut in den Zellzyklus eintreten und neue Neurone 




1.3.2 Neurogenese im Hippocampus 
 
Der Hippocampus ist eine der beiden Regionen des Gehirns, in denen unter 
normalen Bedingungen Neurogenese stattfindet. 
Der Prozess der hippocampalen Neurogenese beinhaltet die Proliferation der 
neuralen Stammzellen, die Differenzierung zu ausgereiften Neuronen sowie die 
Eingliederung in die hippocampalen Schaltkreise (Itou et al., 2011). 
Der Weg von einer neuralen Stammzelle zu einem neuen funktionsfähigen Neuron 
kann anhand von morphologischen Eigenschaften und bestimmten 
Expressionsmarkern der Zellen in verschiedene Entwicklungsstufen eingeteilt 
werden.  
Die Entwicklung geht von der mutmaßlichen neuralen Stammzelle, der sog. Typ-1 
Zelle aus, die hohe Ähnlichkeit zu radialen Gliazellen aufweist und sich in der 
subgranulären Zone befindet. Diese Zellen besitzen ein dreieckförmiges Soma mit 
weiten Zellausläufern (Kempermann et al., 2004) und exprimieren den 
Astrozytenmarker GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Kriegstein und Alvarez-Buylla, 
2009), das Intermediärfilamentprotein Nestin (Yu et al., 2008), den 
Transkriptionsfaktor SOX2 (sex determining region Y-box 2) (Graham et al., 2003) 
und den Gliazellmarker BLBP (brain lipid-binding protein) (Feng et al., 1994; Ming 
und Song, 2011).  
Aus diesen mitotisch eher inaktiven Zellen gehen die proliferationsaktiven 
Progenitorzellen Typ-2a und Typ-2b hervor. Sie haben ein mehr rundliches Soma mit 
nur kurzen tangentialen Ausläufern und sind GFAP-negativ.  
Die Aufteilung in a und b beruht auf ihrem Expressionsprofil: Typ-2a Zellen 
exprimieren weiterhin in hohem Maße die glialen Marker Nestin, SOX2 und BLBP, 
während deren Expression bei Typ-2b Zellen weitaus geringer ist (Dhaliwal und 
Lagace, 2011; Yu et al., 2008). Typ-2b Zellen zeigen bereits anfängliche Expression 
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neuronaler Marker wie DCX (Doublecortin) und PSA-NCAM (polysialylated neural 
cell adhesion molecule) (Ming und Song, 2005). 
Der nächste Schritt der Neurogenese bringt Neuroblasten (Typ-3 Zellen) hervor. 
Diese sind durch einen rundlichen Zellkern sowie durch eine fehlende Expression 
von Nestin charakterisiert. Dagegen zeigen sie unter anderem eine ausgeprägte 
Expression von DCX und PSA-NCAM. Dies scheint ein entscheidender Schritt in der 
Umwandlung von glialen Zellen zu Neuronen zu sein (Kempermann et al., 2004; 
Ming und Song, 2011). 
Aus den Neuroblasten gehen postmitotische, noch unreife Körnerzellen hervor. An 
diesem Punkt der Neurogenese ist die Zahl der Zellen am höchsten. Allerdings findet 
in den darauf folgenden Tagen eine erhebliche Auslese statt. Durch apoptotische 
Mechanismen wird deren Zellzahl reduziert. Morphologisch zeigen die unreifen 
Körnerzellen einen runden bis dreieckförmigen Zellkern und besitzen bereits einen 
deutlichen apikalen Dendriten (Kempermann et al., 2004). Sie exprimieren das 
Kalzium bindende Protein Calretinin (Brandt et al., 2003) und beginnen mit der 
Expression des neuronalen Kernproteins NeuN (Neuronal Nuclei), einem Marker für 
reife Neuronen. Die unreifen Neuronen wandern schließlich von der subgranulären 
Zone in die Granulärschicht des Hippocampus und entwickeln sich dort zu reifen 
Neuronen (Ming und Song, 2005; 2011). Sie sind durch eine ausgeprägte Expression 
von NeuN charakterisiert und das vorher exprimierte Calretinin wird durch Calbindin 
ersetzt (Brandt et al., 2003; Ming und Song, 2011). 
Nach ca. vier bis sieben Wochen sind die neu gebildeten Neurone anhand 
morphologischer, biochemischer und physiologischer Eigenschaften nicht mehr von 




1.3.3 Regulation der Neurogenese und Plastizität 
 
Der Begriff der neuralen Plastizität beschreibt die Fähigkeit des Gehirns, sich durch 
funktionelle und strukturelle Veränderung extrinsischen und/oder intrinsischen 
Reizen anzupassen. Diese Anpassung erfolgt nicht nur durch Ausbildung neuer bzw. 
Reorganisation bereits bestehender Synapsen oder Veränderung der Genexpression 
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von Zellen, sondern auch durch Bildung und Einbindung neuer Nervenzellen 
(Neurogenese) (Suh et al., 2009). 
Die adulte Neurogenese kann durch zahlreiche Faktoren reguliert werden. Hier 




1.3.3.1 Alter und Stress  
Das Alter ist einer der Faktoren, die sich negativ auf die Neurogenese auswirken. Es 
wurde gezeigt, dass die Bildung neuer Nervenzellen im Hippocampus adulter Ratten 
im Laufe des Lebens deutlich abnimmt (Hattiangady und Shetty, 2008; Kuhn et al., 
1996). 
Allerdings gibt es auch Arbeiten, die behaupten, dass das Alter keine derart 
entscheidende Rolle spielt wie bisher angenommen. Die Neurogenese im Gyrus 
Dentatus von Ratten erreicht ihren Höhepunkt nach ca. acht Tagen. Danach fällt die 
Bildung neuer Neurone rapide ab und bleibt bis zum Lebensende der Ratte auf 
einem konstant niedrigen Niveau (Ben Abdallah et al., 2010). 
Da eine Ratte mit acht Tagen noch nicht als adult definiert wird, lässt sich ableiten, 
dass der Einfluss des Alters auf die adulte Neurogenese geringer ist als bisher 
vermutet (Kempermann, 2011). 
Allerdings scheint die Neurogenese bei Ratten auch im Alter noch durch bestimmte 
Stimuli beeinflussbar zu sein. Van Praag und Mitarbeitern gelang es, im 
Hippocampus von Ratten mit erhöhter physischer Aktivität (exercise) eine vermehrte 
Bildung neuer Nervenzellen nachzuweisen (van Praag et al., 2005). 
 
Auch Stress hat eine hemmende Wirkung auf die Neurogenese. In einer Reihe von 
Versuchen konnte gezeigt werden, dass chronische Stresseinwirkung die 
Zellproliferation im Hippocampus vermindert (Duman et al., 2001; Gould et al., 1998; 
Mirescu und Gould, 2006). Verantwortlich hierfür sind Glukokortikoide. Sie werden 
bei Stress durch Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse vermehrt ausgeschüttet (Cameron und Gould, 1994). Wird hingegen der 
Glukokortikoidspiegel durch Entnahme der Nebennierenrinde gesenkt, führt dies zu 
einer deutlichen Erhöhung der Neurogenese (Mirescu und Gould, 2006). 
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1.3.3.2 Lernen, physische Aktivität und eine stimulierende Umgebung  
Wird einer Maus ein Laufrad zur Verfügung gestellt oder wird sie in eine 
stimulierende Umgebung gesetzt, die der natürlichen Umwelt des Tiers ähnelt und in 
der sie neue Dinge entdecken kann, kommt es zu einer Steigerung der Proliferation 
mit einer längeren Überlebensdauer der Neuronen (Kempermann et al., 1997; van 
Praag et al., 1999). 
 
Auch Lernvorgänge können die Bildung neuer Nervenzellen im Gehirn fördern. 
Interessanterweise lässt sich hierbei nur in der Region eine erhöhte Neurogenese 
nachweisen, die durch den Lernvorgang beansprucht wird. So zeigen 
hippocampusabhängige Lernvorgänge - wie z.B. das Wasserlabyrinth von Morris 
(Morris Water Maze) - nur eine verlängerte Lebensdauer von Neuronen des Gyrus 
Dentatus und nicht von solchen in der subventrikulären Zone (Gould et al., 1999). 
Dementsprechend kommt es bei Versuchen, bei denen das Riechvermögen der 
Nager trainiert wird, zu einer isolierten Proliferationssteigerung in der SVZ (Rochefort 
et al., 2002). 
 
 
1.3.3.3 Funktionsstörungen und Schädigungen des ZNS 
Das zentrale Nervensystem scheint eine Art Selbstreparaturmechanismus zu 
besitzen. So konnte gezeigt werden, dass fokale sowie globale Ischämien bei 
adulten Nagetieren zu einer gesteigerten Zellproliferation sowohl in der SGZ als auch 
in der SVZ führen. Des Weiteren scheint das ZNS in der Lage zu sein, neurale 
Vorläuferzellen so zu mobilisieren, dass sie aus intakten Hirnarealen in geschädigte 
Gebiete wandern und hier beispielsweise untergegangene Neurone ersetzen (Bendel 
et al., 2005; Chen et al., 2004; Nakatomi et al., 2002; Parent, 2003; Yang et al., 
2009). 
Auch bei zerebralen Anfallsleiden zeigt sich eine gesteigerte Neurogenese in SGZ 
und SVZ. Die neuen Nervenzellen können sich in die hippocampalen Schaltkreise 
integrieren, weisen allerdings einige Veränderungen auf, wie z.B. abnorme 
dendritische Ausläufer, veränderte elektrophysiologische Eigenschaften oder 
fremdartiges Migrationsverhalten (Ming und Song, 2011; Parent et al., 1997). 
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Bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. Morbus Alzheimer, wird die Rolle 
der Neurogenese weiterhin kontrovers diskutiert. In zahlreichen Studien kam es, 
abhängig von den jeweiligen Versuchsbedingungen, entweder zu gesteigerter (Jin et 
al., 2004; Kolecki et al., 2008) oder verminderter (Haughey et al., 2002; Zhang et al., 
2007) Neurogenese. Für die unterschiedlichen Ergebnisse ist eine Vielzahl von 
Faktoren verantwortlich. Hierzu zählen unter anderem das gewählte transgene 
Tiermodell, die Anzahl und Art der Mutationen, das Alter des Tieres, das verwendete 
BrdU-System und die Art der Zellmarker (Lazarov und Marr, 2010). 
 
 
1.3.3.4 Wachstumsfaktoren und Hormone 
Wie bereits weiter oben erwähnt zeigen EGF und FGF-2 einen 
proliferationssteigernden Effekt auf adulte neurale Stammzellen in vitro. 
Aber auch in vivo beeinflussen Wachstumsfaktoren die Neurogenese. So führte die 
intrazerebrale Infusion der Faktoren EGF und FGF-2 bei Nagetieren zu einer 
gesteigerten Neurogenese in der SVZ (Kuhn et al., 1997). In der SGZ erzielten der 
Insulin-like Growth Factor (IGF) (Aberg et al., 2000) und in SVZ und SGZ der 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Jin et al., 2002) einen ähnlichen Effekt. 
VEGF scheint außerdem mitverantwortlich zu sein für die vermehrte Neurogenese 
bei Nagern unter erhöhter körperlicher Aktivität und in reizreicher Umgebung (Cao et 
al., 2004; Fabel et al., 2003). 
Der Wachstumsfaktor brain-derived neurotrophic factor (BDNF) und seine Rolle als 
Regulator der adulten Neurogenese werden unter 1.5.1 ausführlich beschrieben. 
 
Auch Hormone haben Einfluss auf die adulte Neurogenese. Die bereits 
beschriebenen Glukokortikoide hemmen die Neurogenese, während bei Estrogenen 
und Prolaktin ein positiver Effekt beobachtet werden konnte (Shingo et al., 2003; 







Die klassische Funktion der Neurotransmitter als Botenstoffe für die neurale 
Kommunikation scheint nicht ihre einzige Aufgabe zu sein. Ihnen wird zunehmend 
auch eine bedeutende Rolle für neuroplastische Vorgänge zugewiesen. Unter 
anderem greifen sie in die Regulation der adulten Neurogenese ein. 
 
 
Gamma-Aminobutyric Acid (GABA) 
Gamma-Amino-Buttersäure (GABA) ist der wichtigste hemmende Neurotransmitter 
des Gehirns. Diese hemmende Wirkung wird durch eine Hyperpolarisation von Zellen 
erreicht. Allerdings kann GABA unter gewissen Umständen, wie z.B. in der neuralen 
Enwicklungsphase, durch Depolarisation auch exzitatorisch wirken (Owens und 
Kriegstein, 2002). 
 
Der jeweilige Effekt von GABA auf die Neurogenese ist stark abhängig von der 
Entwicklungsstufe der neuralen Zellen und der Hirnregion, in der sich diese befinden. 
Im Gyrus Dentatus scheint GABA durch exzitatorische Signale die Differenzierung 
und später die synaptische Integration der Neurone zu regulieren:  
So kommt es durch GABAerge Depolarisation zu einer vermehrten 
Ausdifferenzierung von Typ-2 Vorläuferzellen sowie zu einer Zunahme der 
Expression von NeuroD, einem für das Überleben von jungen Neuronen essentiellen 
Faktor (Tozuka et al., 2005). Zum anderen fördert GABA durch Depolarisation die 
synaptische Integration von neu gebildeten Neuronen in das hippocampale 
Netzwerk. Ge und Mitarbeiter zeigten dies, indem sie neu gebildete Neurone 
genetisch so veränderten, dass die GABAerge Wirkung zu einer Hyperpolarisation 
anstatt zu der vorherigen Depolarisation führte. Die Neurone wiesen daraufhin 
verminderte dendritische Ausläufer und Defekte in ihrer synaptischen Formation auf 
(Ge et al., 2006). 
 
In der SVZ dient GABA als negativer Rückkopplungsmechanismus.  Wie unter 1.3.2 
beschrieben gehen aus GFAP exprimierenden Vorläuferzellen über einige 
Zwischenschritte Neuroblasten hervor. Durch eine hohe Anzahl an neuen 
Neuroblasten scheint auch die Ausschüttung von GABA in den extrazellulären Raum 
anzusteigen, was zu einem erhöhten GABA-Spiegel führt (Bordey, 2006). GFAP 
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exprimierende Vorläuferzellen besitzen GABA-A Rezeptoren, die durch den erhöhten 
GABA-Spiegel zunehmend aktiviert werden. Diese Aktivierung führt letztendlich zu 
einer Hemmung der Proliferation von GFAP exprimierenden Vorläuferzellen. Durch 
diese negative Rückkopplung scheint GABA die Bildung neuer Neurone zu 




Glutamat ist der häufigste erregende Neurotransmitter und wirkt auf verschiedene 
Rezeptoren wie z.B. alpha-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat 
Rezeptoren (AMPA-R), N-Methyl-D-Aspartat Rezeptoren (NMDA-R) und Kainat-
Rezeptoren. Abhängig vom jeweiligen Rezeptor scheint Glutamat unterschiedliche 
Effekte auf die adulte Neurogenese zu haben. Detaillierte Daten liegen insbesondere 
für den NMDA-Rezeptor vor: 
In frühen Studien von Cameron und Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass die 
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren mit diversen Agonisten zu einer verminderten 
Proliferation von Vorläuferzellen in der SGZ führte und eine Blockade der 
Rezeptoren mit Antagonisten eine Proliferationssteigerung der Zellen bewirkte. Des 
Weiteren zeigten die Autoren durch eine Läsion des entorhinalen Kortex, aus dem 
der Gyrus Dentatus den größten Teil seiner glutamatergen Signale erhält, ebenfalls 
einen Anstieg der Proliferation. Dieser Versuch sollte jedoch kritisch betrachtet 
werden, da durch eine Läsion des gesamten entorhinalen Kortex keine isolierte 
Ausschaltung von glutamaterger Innervation möglich ist, sondern vielmehr eine 
ganze Reihe von verschiedenen Neurotransmittern in Mitleidenschaft gezogen wird 
(Cameron et al., 1995; Suh et al., 2009; Vaidya et al., 2007).  
 
Die genauen Effekte von Glutamat auf die Proliferation von Vorläuferzellen in der 
SGZ sind nicht abschließend geklärt. Offen bleibt unter anderem die Frage, ob es 
sich um einen direkten oder indirekten Einfluss auf die Vorläuferzellen handelt. 
Tozuka und Mitarbeiter konnten keine signifikante funktionelle Expression von 
NMDA-Rezeptoren auf Nestin exprimierende Vorläuferzellen feststellen. Sie gehen 
deshalb von einem indirekten Effekt durch GABAerge Einflüsse von NMDA-Rezeptor 
exprimierenden hippocampalen Interneuronen aus (Tozuka et al., 2005). Für einen 
direkten Effekt von Glutamat auf die Vorläuferzellen in der SGZ spricht der Nachweis 
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von den NMDA-Rezeptor Subtypen NR1 und NR2B auf einigen Typ-1 
Vorläuferzellen (Nacher et al., 2007). 
Die genannten Ergebnisse sprechen dafür, dass eine Vorläuferzelle offenbar je nach 
ihrer Entwicklungsstufe unterschiedliche Expressionsmuster von NMDA-Rezeptoren 
aufweist. Demnach sollte auch der jeweiligen Entwicklungsstufe, in der sich eine 




Der Neurotransmitter Serotonin spielt nicht nur eine wesentliche Rolle in der 
Pathogenese zahlreicher psychiatrischer Erkrankungen,  wie z.B. Depression und 
Angststörungen, sondern scheint auch bei der adulten Neurogenese von Bedeutung 
zu sein. 
In zahlreichen Studien konnte der Einfluss dieses Neurotransmitters auf die 
Neurogenese nachgewiesen werden. Brezun und Daszuta gelang es, die 
Neurogenese im Gehirn adulter Ratten durch zwei verschiedene Mechanismen zu 
beeinflussen. Sie verminderten die Serotoninsynthese einerseits durch 
pharmakologische Inhibitoren (Parachlorphenylalanin, PCPA) und andererseits durch 
Läsion des dorsalen Raphe-Kerns, dem Ort mit der höchsten Dichte an serotonergen 
Neuronen. Beides führte zu einer Senkung der Proliferationsrate von Vorläuferzellen 
in SGZ und SVZ (Brezun und Daszuta, 1999).  
Weiter zeigten die Autoren, dass dieser Effekt umkehrbar ist. Durch  Transplantation 
fetaler serotonerger Neurone konnte die Neurogenese in den manipulierten Gehirnen 
wieder gesteigert und so die Annahme, dass Serotonin positiven Einfluss auf die 
Neurogenese hat, unterstützt werden (Brezun und Daszuta, 2000). 
Auch Benninghoff und Mitarbeiter konnten zeigen, dass ein Mangel an Serotonin 
negative Effekte auf die Neurogenese ausübt. Durch Blockierung des Enzyms 
Tryptophanhydroxylase (TPH), das den limitierenden Faktor der Serotoninsynthese 
darstellt, konnte eine deutliche Reduzierung der Proliferation von Vorläuferzellen 
nachgewiesen werden. Dieser Effekt konnte ebenfalls durch exogene Zufuhr des 
Neurotransmitters rückgängig gemacht werden (Benninghoff et al., 2009). 
Allerdings gibt es auch widersprüchliche Studien. So konnten etwa Jha und 
Mitarbeiter keine veränderte Neurogenese nach künstlich hervorgerufenem 
Serotoninmangel in Gehirnen adulter Ratten feststellen (Jha et al., 2006). Diese 
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Diskrepanz lässt sich unter anderem durch experimentelle Bedingungen erklären, 
wie z.B. unterschiedliche transgene Tiermodelle oder Methoden.  
 
Ein weiterer Grund für die Komplexität der neurogenen Effekte von Serotonin ist die 
Fülle von Rezeptoren, auf die der Neurotransmitter wirken kann. Beispielweise führt 
in der SVZ eine Aktivierung des 5-HT1A Rezeptors durch den Agonisten 8-OH-DPAT 
zu einer gesteigerten Neurogenese, während die Aktivierung des 5-HT1B Rezeptors 
durch seinen Agonisten Sumatriptan einen Abfall der Proliferationsrate nach sich 
zieht (Banasr et al., 2004). 
 
Klinisch interessant und ein weiterer Hinweis dafür, dass Serotonin einen wichtigen 
Regulator der adulten Neurogenese darstellt, ist der Zusammenhang zwischen 
Neurogenese und verschiedenen Antidepressiva, insbesondere den selektiven 
Serotonin-Wiederaufnahmeinhibitoren (serotonin reuptake inhibitors, SSRI). Sie 
verhindern die Wiederaufnahme von Serotonin aus dem synaptischen Spalt und 
führen somit zu einer erhöhten Verfügbarkeit des Neurotransmitters. So kam es nach 
Langzeitbehandlungen von Nagern mit dem SSRI Antidepressivum Fluoxetin zu 
einem deutlichen Anstieg der Neurogenese in der SGZ des Hippocampus (Encinas 
et al., 2006; Malberg et al., 2000). Hierfür scheint unter anderem eine durch 
Serotonin induzierte, gesteigerte Genexpression des Wachstumsfaktors BDNF 




Acetylcholin ist ein Neurotransmitter, der mit Gedächtnisfunktionen und 
hippocampalen Lernvorgängen in Verbindung gebracht wird (Hasselmo, 2006). 
Beispielsweise kommt es beim Morbus Alzheimer zu einem Abbau von Acetylcholin 
produzierenden Neuronen und so zu einem Mangel dieses Neurotransmitters (Abdel-
Salam, 2011). Des Weiteren konnte bei Lernprozessen ein Anstieg des Acetylcholin-
Levels nachgewiesen werden (Dudar et al., 1979; Pepeu und Giovannini, 2004). 
Auch die adulte Neurogenese spielt in diesem Zusammenhang eine große Rolle 
(Deng et al., 2010). Wie bereits unter 1.3.3.2 beschrieben führen Gedächtnistraining 
und hippocampale Lernvorgänge zu einer gesteigerten Bildung neuer Neurone. 
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Diese Befunde legen die Vermutung nahe, dass Acetylcholin auf die Regulation der 
adulten Neurogenese einwirkt. 
Die meisten cholinergen Neurone befinden sich im basalen Vorderhirn. Durch 
selektive Läsion dieses cholinergen Systems kommt es zu einem signifikanten Abfall 
der Proliferation und zu einer verringerten Überlebensdauer von Vorläuferzellen im 
Gyrus Dentatus (Cooper-Kuhn et al., 2004; Mohapel et al., 2005). 
Entsprechend diesen Befunden führte die systemische Gabe des 
Acetylcholinesterasehemmers Physostigmin bzw. Eserine zu einer Erhöhung der 
NSC Proliferation im Gyrus Dentatus adulter Nager (Cooper-Kuhn et al., 2004; Itou et 
al., 2011; Mohapel et al., 2005). 
Acetylcholin scheint jedoch nicht nur Einfluss auf die Proliferation, sondern auch auf 
die Differenzierung adulter neuraler Stammzellen zu nehmen. Eine kürzlich 
veröffentlichte Studie zeigte, dass die Behandlung adulter neuraler Stammzellen in 
vitro mit dem Acetylcholin Analogon Carbachol zu einer signifikanten Erhöhung der 





1.4 Der Acetylcholinesteraseinhibitor Eserine 
 
Acetylcholinesteraseinhibitoren stellen neben dem NMDA-Modulator Memantine bei 
leicht bis mittelgradiger Alzheimer Demenz derzeit die einzige krankheitsspezifische 
medikamentöse Therapieoption dar. Klinisch eingesetzt werden die Substanzen 
Rivastigmin, Galantamin und Donepezil. Für die Zelkulturexperimente in dieser Arbeit 
wurde der AChE-Inhibitor Eserine verwendet. 
 
Bei Eserine bzw. Physostigmin handelt es sich um einen reversiblen Inhibitor der 
Acetycholinesterase, der erstmals 1864 aus dem Samen der Calabar Bohne der 
Westafrikanischen Pflanze „Physostigma venenosum“ extrahiert wurde (Shannon, 
1998). Durch die Hemmung der Acetylcholinesterase wird der Abbau von 
Acetylcholin im synaptischen Spalt verhindert. Hierdurch kommt es zu einer 
Erhöhung des Neurotransmittergehalts, was zu einer vermehrten cholinergen 
Wirkung führt.  
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Aufgrund seiner chemischen Struktur als tertiäres Amin ist Eserine ungeladen und 
lipophil und somit in der Lage die Blut-Hirn Schranke zu überwinden. Dadurch kann 
es seine Wirkung nicht nur peripher, sondern auch innerhalb des ZNS entfalten 
(Rumack, 1973). 
 
Das Einsatzgebiet von Eserine ist vielfältig und erstreckt sich über mehrere 
Teilgebiete der Medizin.  
Wegen seiner Wirkung auf die Mm. ciliaris und Sphincter pupillae, die in einer 
Nahakkomodation und einer Engstellung der Pupille (Miosis) resultiert, wird es in der 
Ophthalmologie lokal am Auge zur Behandlung von Glaukompatienten eingesetzt. 
Seit Ende der 1960er Jahre wurde Eserine zunehmend als Antidot gegen das 
anticholinerge Syndrom eingesetzt, welches seinerseits durch eine Reihe von 
Faktoren verursacht werden kann. So stellt es beisbielsweise eine postoperative 
Komplikation dar, hervorgerufen durch intraoperativ verabreichte Substanzen wie 
verschiedene Narkotika, Benzodiazepine und Antihistaminika (Brown et al., 2004; 
Schmitt und Pajonk, 2008). 
Des Weiteren spielt Eserine als Antidot in der Psychiatrie und Neurologie eine 
wichtige Rolle. Hier kommt es als Gegenspieler zahlreicher anticholinerger 
Substanzen wie trizyklischer Antidepressiva, Neuroleptika, Benzodiazepine und 
Antiparkinson-Medikamente zum Einsatz (Beaver und Gavin, 1998). 
Beim Morbus Alzheimer können Acetylcholinesteraseinhibitoren den kognitiven 
Abbau verlangsamen, stabilisieren und teilweise sogar zu einer Besserung der 
klinischen Symptomatik führen. Darüber hinaus zeigen klinische Beobachtungen 
stimmungsaufhellende Wirkung bei Demenzpatienten, die mit 










1.5 Differentielle Genexpression und Neuroplastizität  
 
Die veränderte Expression von Genen spielt im Rahmen der neuralen Plastizität eine 
wichtige Rolle. Durch die Hoch- bzw. Herunterregulierung von Genen kann 
möglicherweise die Wirkung des Genproduktes verstärkt oder abgeschwächt 
werden. Dies hat auch Relevanz für die Entstehung und Behandlung von 
neurologischen Erkrankungen (McClung und Nestler, 2008). So könnte zum Beispiel 
die antidementive und affektverändernde Wirkung von AChE-Inhibitoren auf die 
veränderte Expression bestimmter Gene, die im Zusammenhang mit der 
Pathogenese des Morbus Alzheimer stehen, zurückzuführen sein. 
 
 
1.5.1 Brain Derived Neurotrophic Factor  
 
Der Wachstumsfaktor Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) bildet zusammen 
mit dem Nerve Growth Factor  (NGF) und den Neutrophinen 3-5 die Familie der 
Neutrophine und wurde erstmals 1982 aus Schweinehirnen isoliert. Er ist ubiquitär im 
ZNS verteilt mit höchster Expressionsrate im Hippocampus (Binder und Scharfman, 
2004). 
BDNF spielt sowohl in der Entwicklung des ZNS als auch für die neurale Plastizität 
eine entscheidende Rolle: 
Mehrere Knockout-Studien zeigten Effekte von BDNF auf die Hirnentwicklung. 
Homozygote Knockout-Mäuse für das BDNF-Gen verstarben wenige Wochen nach 
der Geburt. Heterozygote Tiere überlebten zwar, zeigten jedoch auffällige 
Verhaltensweisen wie Hyperaktivität, verminderte Krampfneigung und Fettleibigkeit 
(Kernie et al., 2000; Kokaia et al., 1995; Rios et al., 2001).  
Infusion von BDNF in den Hippocampus adulter Ratten resultierte in einer Erhöhung 
der Neurogenese (Scharfman et al., 2005). Außerdem kam es durch verschiedene 
Faktoren wie körperliche Aktivität, reizreiche Umgebung oder diätetische 
Beschränkungen, die alle zu einer gesteigerten Neurogenese führen, gleichzeitig zu 
einer vermehrten Expression von BDNF (Lee et al., 2000; Neeper et al., 1996; Rossi 
et al., 2006; Russo-Neustadt et al., 2004). Diese Befunde spiegeln einen möglichen 
Zusammenhang zwischen BDNF und adulter Neurogenese wieder.  
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Neben der Proliferation scheinen aber auch das Überleben und die Differenzierung 
von Neuronen durch das Neutrophin gefördert zu werden (Ghosh et al., 1994; Lee et 
al., 2001). BDNF steigerte bei Ratten die Überlebensrate und Differenzierung 
hippocampaler Zellen in vitro um bis zu 80% (Lowenstein und Arsenault, 1996). 
 
Einen weiteren Effekt auf die neurale Plastizität zeigt die Bedeutung von BDNF auf 
Gedächtnis und Lernvorgänge. So kam es einerseits zu einer vermehrten 
hippocampalen BDNF Expression während kontextbasierten Lernens und 
andererseits führte eine funktionelle Ausschaltung von BDNF durch Antikörper oder  
Knockout des Gens zu Defiziten des räumlichen Lernvermögens und des 
Gedächtnisses (Alonso et al., 2002; Hall et al., 2000; Linnarsson et al., 1997; Mu et 
al., 1999).  
Durch diese Korrelation zwischen erhöhter BDNF-Expression während 
Lernvorgängen und dem engen Zusammenhang von Lernvorgängen und Formation 
bzw. Neubildung von Synapsen ist ein Einfluss von BDNF auf die synaptische 
Plastizität nahe liegend und konnte bereits mehrfach beschrieben werden (Kang und 
Schuman, 1995; Lessmann, 1998; Poo, 2001). 
Dabei scheint BDNF die erregenden glutamatergen Synapsen zu stärken und die 
inhibitorischen GABAergen Synapsen abzuschwächen (Lessmann, 1998; Lessmann 
et al., 1994; Wardle und Poo, 2003). 
 
Eine Reihe psychiatrischer und neurodegenerativer Erkrankungen steht ebenfalls in 
Zusammenhang mit diesem Wachstumsfaktor. 
So scheint BDNF ein Faktor für die Stimmungsregulierung zu sein. Dies wird unter 
anderem deutlich durch die gesteigerte BDNF Expression im Hippocampus durch 
verschiedene antidepressiv wirkende Medikamente wie SSRI, tryzyklische 
Antidepressiva oder MAO-Inhibitoren sowie durch die Herunterregulation von BDNF 
durch Stress (Dias et al., 2003; Duman et al., 1999; Duman und Monteggia, 2006; 
Huang et al., 2008; Nibuya et al., 1995; Smith et al., 1995). Ferner konnte durch die 
Gabe von SSRI’s ein signifikanter Anstieg des BDNF-Serumspiegels bei 
Depressionspatienten beobachtet werden (Gonul et al., 2005; Shimizu et al., 2003). 
BDNF wird außerdem eine bedeutende Rolle beim Krankheitsbild des Morbus 
Alzheimer zugeschrieben. Schon früh konnte eine verminderte Expression von BDNF 
im Hippocampus und Cortex festgestellt werden (Holsinger et al., 2000; Murer et al., 
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2001; Phillips et al., 1991). Der Wachstumsfaktor scheint positiven Einfluss auf die 
Erkrankung zu haben: Einerseits übt er durch Erhöhung der Überlebens- und 
Differenzierungsrate eine neuroprotektive Wirkung auf cholinerge Neurone aus, 
deren Untergang erheblichen Anteil an der Enstehung der Alzheimerdemenz zu 
haben scheint (Alderson et al., 1990; Nonomura und Hatanaka, 1992), andererseits 
wirkt BDNF durch Förderung der synaptischen Plastizität dem kognitiven Abbau bei 




1.5.2 Synaptophysin  
 
Synaptophysin ist ein synaptisches Vesikelprotein, das erstmals 1985 von 
Wiedenmann und Franke beschrieben wurde (Wiedenmann und Franke, 1985). Es 
weist vier transmembrane Domänen auf und hat ein Molekulargewicht von 38kD. 
Durch sein ubiquitäres Vorkommen in Vesikelmembranen von Neuronen im 
gesamten Gehirn dient es als weit verbreiteter Marker für Synaptogenese und die 
Anzahl von Nervenendigungen (Lietz et al., 2003; Valtorta et al., 2004). Diese 
Erkenntnis entwickelte sich durch frühe Arbeiten, die zeigten, dass es während der 
Synaptogenese zu einer stark erhöhten Expression von Synaptophysin kommt 
(Fletcher et al., 1991; Knaus et al., 1986). 
 
Die genaue Funktion von Synaptophysin ist nicht vollständig bekannt. 
In einigen Arbeiten wird eine Beteiligung des Proteins an der Exo- bzw. Endozytose 
von Neurotransmittern diskutiert:  
Durch den Einsatz von Antikörpern oder Antisense-Oligonukleotiden gegen 
Synaptophysin kam es zu einer reduzierten Ausschüttung des Neurotransmitters 
Acetylcholin. Dementsprechend führte eine Überexpression des Proteins zu einer 
vermehrten Freisetzung des Transmitters (Alder et al., 1995; Alder et al., 1992). 
Andererseits zeigten McMahon und Mitarbeiter sowie Eshkind und Leube, dass 
Synaptophysin Knockout-Mäuse keine signifikante Veränderung ihrer 
Neurotransmitterfreisetzung aufwiesen (Eshkind und Leube, 1995; McMahon et al., 
1996). Auch die gemeinsame Ausschaltung von Synaptophysin und dem verwandten 
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Protein Synaptogyrin führte zu keiner Veränderung der Neurotransmitterfreisetzung, 
allerdings kam es zu signifikanten Defekten in verschiedenen Bereichen der 
synaptischen Plastizität (Janz et al., 1999). 
Mehrere Arbeitsgruppen vermuten deshalb eine Beteiligung von Synaptophysin am 
Exo-Endozytotischen Zyklus durch Interaktion mit anderen Membranproteinen. 
Beispielweise scheint Synaptophysin indirekt durch Komplexbildung mit 
Synaptobrevin, einem weiteren Vesikelmembranprotein, eine Rolle in der Exozytose 
von Neurotransmittern zu spielen (Edelmann et al., 1995; Washbourne et al., 1995). 
Weitere Erkenntnisse über Synaptophysin stammen aus einer kürzlich 
veröffentlichten in vitro Untersuchung von Kwon und Mitarbeitern. Sie gehen von 
einer Beteiligung des Proteins an der Regulation der Kinetik der Endozytose von 
synaptischen Vesikeln in hippocampalen Neuronen aus (Kwon und Chapman, 2011). 
 
Da synaptische Vesikelproteine an der Exozytose von Neurotransmittern beteiligt 
sind, werden sie mit verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen, unter anderem 
Schizophrenie und Depression, in Verbindung gebracht (Vawter et al., 2002).  
Dieser Zusammenhang wurde in mehreren Studien durch medikamentöse 
Behandlung dargestellt. 
Bragina und Mitarbeiter zeigten eine signifikante Hochregulation von Synaptophysin 
im frontalen Cortex von Ratten nach Behandlung mit dem Antipsychotikum Clozapin 
(Bragina et al., 2006). 
Zahlreiche antidepressiv wirkende Medikamente führten zu einer gesteigerten 
Genexpression von Synaptophysin in hippocampalen Neuronen. Zu diesen gehören 
unter anderem die MAO-Hemmer Moclobemid, Clorgylin und Tranylcypromin, die 
trizyklischen Antidepressiva Amitriptylin und Desipramin sowie der selektive 
Serotonin Wiederaufnahmehemmer Fluoxetin (Drigues et al., 2003; Rapp et al., 
2004).  
Auch die kognitiven Einschränkungen bei Demenzkranken korrelieren unter anderem 
mit einer geringen Synapsendichte bzw. mit der fehlenden Möglichkeit der 
Ausbildung neuer Synapsen. Dementsprechend zeigten Alzheimerpatienten, die 
kognitiv stark eingeschränkt waren, signifikant verminderte Synaptophysinspiegel im 





1.5.3 Beta-Site APP Cleaving Enzyme-1  
 
Die Beta-Sekretase BACE1 (auch Memapsin-2 oder Aspartatprotease 2 (ASP2) 
genannt) wurde 1999 von mehreren Forschergruppen als neuartige Klasse der 
transmembranen Aspartatproteasen identifiziert (Hussain et al., 1999; Sinha et al., 
1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999).  
Bereits sieben Jahre vor seiner endgültigen Beschreibung waren die Eigenschaften 
des Enzyms weitestgehend charakterisiert. Unter anderem zeigt es seine höchste 
Expressionsrate in Neuronen im Gehirn und sein Aktivitätsmaximum liegt im sauren 
pH-Bereich (Haass et al., 1993; Kandalepas und Vassar, 2012; Vassar et al., 2009).  
BACE1 ist durch seine proteolytische Aktivität das entscheidende Enzym bei der 
Entstehung von ß-Amyloid und scheint daher maßgeblich an der Pathogenese des 
Morbus Alzheimers beteiligt zu sein (Kandalepas und Vassar, 2012; Selkoe, 2008; 
Venugopal et al., 2008).  
Es schneidet zunächst das membranständige Amyloidvorläuferprotein (APP) in zwei 
Teile. Der eine Teil, der sog. C-Terminus, bleibt in der Membran enthalten und wird 
anschließend durch ein zweites Enzym, die γ-Sekretase gespalten, was zur 
Entstehung und Sekretion von ß-Amyloid führt (Citron et al., 1995; Haass und 
Steiner, 2002; Vassar et al., 2009).  
Die Rolle von BACE1 als Schlüsselenzym in der Bildung von ß-Amyloid konnte von 
mehreren Gruppen mittels unterschiedlicher BACE1 Knockout-Mausmodelle 
dargestellt werden. In sämtlichen Studien zeigte sich in den Gehirnen der BACE1 
defizienten Tiere eine stark verminderte bzw. ausbleibende Bildung von ß-Amyloid 
(Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001; Vassar, 2002).  
BACE1 scheint das entscheidende und vielleicht sogar einzige Enzym im Gehirn zu 
sein, das für die Entstehung von Aß verantwortlich ist (Vassar, 2002). 
Aus diesem Grund stellt BACE1 ein wichtiges therapeutisches Ziel bei der 
Entwicklung neuer Medikamente gegen den Morbus Alzheimer dar (Ghosh et al., 
2012). 
 
Die Synthese von ß-Amyloid ist anscheinend aber nicht die einzige Funktion des 
Enzyms. Obwohl anfängliche Studien über unveränderte Phänotypen von 
homozygoten BACE1 Knockout-Mäusen im Vergleich zu Wildtypmäusen berichteten, 
gibt es zunehmend mehr Hinweise auf veränderte Verhaltensweisen und 
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Eigenschaften der Tiere (Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001). Die BACE1 
defizienten Mäuse zeigten unter anderem hypomyelinisierte periphere und zentrale 
Nerven, vermehrte spontane Krampfneigung, verändertes räumliches Gedächtnis 
und sogar eine erhöhte neonatale Sterblichkeitsrate (Dominguez et al., 2005; Hu et 
al., 2006; Hu et al., 2010; Kobayashi et al., 2008). 
Diese phänotypischen Veränderungen müssen bei der Entwicklung BACE1 
inhibierender Medikamente beachtet werden. Darüber hinaus muss das Ausmaß der 
Wirkung des Enzyms auf weitere biologische Prozesse untersucht werden 




1.5.4 Tryptophanhydroxylase 2 
 
Die Tryptophanhydroxylase (TPH) ist das Schlüsselenzym der Serotoninbiosynthese. 
Sie gehört zusammen mit der Phenylalaninhydroxylase und der Tyrosinhydroxylase 
zur Familie der Aromatischen-Aminosäure-Hydroxylasen (AAAH) (Fitzpatrick, 2000). 
Durch Hydroxylierung der Aminosäure Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan 
katalysiert die Tryptophanhydroxylase den limitierenden Schritt in der Synthese von 
Serotonin (Matthes et al., 2010). 
Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass nur eine Isoform der 
Tryptophanhydroxylase existiert - TPH1. Erst in einer im Jahre 2003 von Walther und 
Mitarbeitern veröffentlichten Arbeit gelang der Nachweis einer zweiten Isoform - 
TPH2: TPH1 Knockout-Mäuse zeigten zwar deutlich verringerte bis nicht mehr 
nachzuweisende Serotoninspiegel in der Peripherie, dagegen blieben die Level des 
Neurotransmitters im zentralen Nervensystem unverändert. Neben der TPH1, die 
hauptsächlich für die  Serotoninsynthese in der Peripherie zuständig ist, existiert also 
noch eine weitere Isoform, die TPH2. Diese ist exklusiv für die Bildung von Serotonin 
im ZNS verantwortlich (Invernizzi, 2007; Walther et al., 2003). 
Da die TPH2 das Schlüsselenzym der neuralen Serotoninsynthese ist, führt eine 




Ein Zusammenhang zwischen Veränderungen im serotonergen System und der 
Pathogenese affektiver Störungen ist in der Literatur vielfach beschrieben (Castren, 
2005; Mann, 1999; Owens und Nemeroff, 1994; Ressler und Nemeroff, 2000). Dieser 
Zusammenhang wird zusätzlich durch die erfolgreiche Behandlung psychiatrischer 
Erkrankungen mit selektiven Serotonin Wiederaufnahmeinhibitoren (SSRI) 
unterstützt (Belmaker und Agam, 2008; Nemeroff und Owens, 2002). Neuere Studien 
zeigen außerdem eine direkte Beziehung zwischen affektiven Störungen und 
veränderter TPH2-Expression bzw. dem TPH2-Gen (Matthes et al., 2010; Shishkina 
et al., 2007; Zill et al., 2004). 
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2 Fragestellung  
 
Der Begriff der neuralen Plastizität beschreibt die Fähigkeit des Gehirns, sich durch 
funktionelle und strukturelle Veränderung extrinsischen und/oder intrinsischen 
Reizen anzupassen. Aus der Literatur ist bekannt, dass Acetylcholin als ein 
Regulator der neuralen Plastizität zu diesen Veränderungen beiträgt. Vorarbeiten der 
eigenen Arbeitsgruppe haben hierzu gezeigt, dass Acetylcholin die Proliferation 
sowie die Differenzierung von adulten neuralen Stammzellen positiv beeinflusst 
(Benninghoff et al., 2011). Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls neuroplastische 
Veränderungen nachweisen, die durch Acetylcholin hervorgerufen wurden (Bruel-
Jungerman et al., 2011; Mohapel et al., 2005). Vor diesem Hintergrund ist die 
Hirnregion des Hippocampus von besonderem Interesse. Sie ist nicht nur eine von 
zwei Regionen, in der Neurogenese stattfindet, sondern auch eine von der 
Alzheimerschen Demenz beeinträchtigte Hirnregion. 
 
Eserine gehört zur Gruppe der Acetylcholinesterasehemmer. Durch Hemmung der 
Acetylcholinesterase kommt es zu einer Erhöhung des neuralen ACh-Spiegels. 
Acetylcholinesteraseinhibitoren stellen zusammen mit dem NMDA-Modulator 
Memantine bei leicht bis mittelgradiger Alzheimer Demenz derzeit die einzige 
krankheitsspezifische medikamentöse Therapieoption dar und können die rasche 
Progression der Krankheit bis zu Jahren hinauszögern. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit Eserine, als 
Repräsentant der in der Klinik des Morbus Alzheimer eingesetzten 
Acetylcholinesterasehemmer, Auswirkungen auf die beschriebenen neuroplastischen 
Vorgänge besitzt. Hierfür wurden zunächst das Proliferationsverhalten und die 
Mobilisierung von undifferenzierten adulten neuralen Hippocampus Stammzellen der 
Maus untersucht. Des Weiteren wurde in diesem Zellmodell der Einfluss von Eserine 
auf die Expression von Neurogenese-fördernden (BDNF), synaptischen (SYP), 
Alzheimer-spezifischen (BACE1) sowie serotonergen (TPH2) Genen analysiert, die 








Tabelle 3-1: Verwendete Geräte 
Gerät Bezeichnung Hersteller 
Aluminium-Kühlblock Solid aluminium block Corbett Research, Sydney, 
Australien 
Analysenwaage Explorer E10645 Ohaus Corporation, 
Parsippany, USA 
Boyden-Kammer  Boyden-Kammer Neuro Probe, Inc., 
Gaithersburg, USA 
Dampfsterilisator Varioklav 500E HP Medizintechnik GmbH, 
Oberschleißheim 




Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Inkubator CO2-Inkubator, CB210 Binder GmbH, Tuttlingen 




Kryo-Einfrierbehälter Mr. Frosty Nalgene, Thermo Scientific, 
Waltham, MA, USA 
Lichtmikroskop Wilovert S Helmut Hund  GmBH, 
Wetzlar 
Mikrozentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf AG, Hamburg 
Photometer Sunrise Tecan GmbH, Crailsheim 




Eppendorf AG, Hamburg 








Gerät Bezeichnung Hersteller 
Reinstwasseranlage Milli-Q Millipore GmbH, Eschborn 
Sicherheitswerkbank Hera Safe HSP12 Heraeus Instruments, Hanau 
Schüttler Kreis-Schüttler 3015 GFl GmbH, Burgwedel 
Thermocyler Mastercycler Gradient Eppendorf AG, Hamburg 
Vakuumpumpe Laboport KNF Neuberger, Freiburg 
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., 
Bohemia, USA 
Zellzähler Coulter Z2, Particle 
Count & Size Analyzer 
Beckmann Coulter, Krefeld 






Tabelle 3-2: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
Deckgläser rechteckig, 24 x 60mm Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig 
Deckgläser rund, 10mm∅ Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig 
Eppendorfröhrchen 1,5ml, 2ml, steril Eppendorf AG, Hamburg 
Kapillarelektrophoresechip RNA 6000 
NanoLab Chip 
Agilent Technologies, Waldbronn 
Kryoröhrchen 1,8ml, steril Nunc, Roskilde, Dänemark 
Kulturflasche 25cm2, steril Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Kulturflasche 75cm2, steril Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Kulturplatte: Nunclon delta Surface 
Multidish 24-well, steril 
Nunc, Roskilde, Dänemark 
Kulturplatte: Nunclon delta Surface 
Multidish 48-well, steril 
Nunc, Roskilde, Dänemark 
Kulturplatte Tissue Culture Plate 96 well Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 




Pasteurpipette Natron-Kalk-Glas  Brand GmbH + CO KG, Wertheim 
Petrischale Nunc, 150mm x 25mm Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Pipettenspitzen 10ml, 100ml, 200ml, 
1000ml, im Haus autoklaviert 
Brand Gmbh + CoKG, Wertheim 
Pipettenspitzen RNase-frei, Biosphere 
Filter Tips 10µl, 100µl, 200µl, 1000µl 
Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Polycarbonatmembranen PVPF, 
13mm∅, Porengröße 8µm 
GE Water & Process Technologies, 
Trevose, USA 
QiaShredder Säule Qiagen GmbH, Hilden 
qRT-PCR Strip Tubes 0,1ml VE1000 LTF Labortechnik GmbH, Wasserburg 
Serologische Pipette 10ml, steril Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Sterile Filtereinheit: Filtropur Vacuum 
Filter 500ml, Porengröße 0,2µm 
Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Sterile Filtereinheit: Filtropur Vacuum 
Filter 500ml, Porengröße 0,45µm 
Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Zellzählungs-Probengefäß, Accuvette ST 
25ml 
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld 
Zentrifugenröhrchen 15ml, steril Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
Zentrifugenröhrchen 50ml, steril Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht 
 
 
3.3 Chemikalien und Puffer 
 
Tabelle 3-3: Verwendete Chemikalien und Puffer 
Chemikalie Hersteller 
0,1 M DTT Puffer Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Phosphate Buffered Saline (PBS) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
10µM dNTP Mix Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
4’,6- Diamidino-2-phenylindole (DAPI) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
5x First Strand Puffer  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 




Alamar Blue Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
ß-Mercaptoethanol Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 
Cystein Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Earle's Balanced Salt Solution (EBSS) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Eserine Salycilate  Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Dibutylpthalat-Polystyren-Xylen (DPX) 
Mountant for Histology  
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM) 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Ethanol Rotipuran >99,8% p.a. Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Giemsa Farbstoff , modifiziert Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Matrigel Basement Membrane Matrix, 
Growth Factor Reduced 
BD Bioscience GmbH, Heidelberg 
MobiGLOW Mounting Medium MoBiTec GmbH, Göttingen 
Papain Worthington Biochemical. Corp., 
Freehold, USA 
Pentobarbital Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Random Hexamers Applied Biosystems, Foster City, USA 
RNAprotect Cell Reagent Qiagen GmbH, Hilden 
RNase Away Molec. BioProducts Inc., San Diego, USA 
RNase freie DNase-I (1500 Einheiten) Qiagen GmbH, Hilden 
RNase freies Wasser (Nuclease-Free 
Water) 
Qiagen GmbH, Hilden 
RNase H New England BioLabs GmbH, Ipswich, 
England 
RNase Inhibitor Fermentas GmbH, St. Leon-Rot  
Roti Histofix Formaldehydlösung 4% Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Super Script II Reverse Transkriptase Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Trypanblau 0,4% Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 




3.4 Medien und Lösungen 
 
Das in dieser Arbeit verwendete Reinstwasser wurde mit der Millipore Q-Pod, Milli.Q 





Die für das Medium benötigten Reagenzien (Tab. 3-4, Reagenz 1-10) wurden in 
einer sterilen Flasche (Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht) durch vorsichtiges Schwenken 
vermischt und mit einer sterilen Filtereinheit (Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht) steril 
filtriert. Anschließend wurden Antimykotikum, Antibiotikum und Wachstumsfaktoren 
(Tab. 3-5, Reagenz 11-14) hinzugegeben. 
 
Tabelle 3-4: Zusammensetzung von 100ml Vollmedium 
Reagenz Menge Hersteller 
1. Reinstwasser 40ml Eigene Herstellung 
2. DMEM/F12 5x 10ml Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
3. D(+) Glukose 30% 2ml Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
4. NaHCO3 7,5% 1,5ml Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
5. HEPES 1M  500µl Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
6. L-Glutamin 200mM 1ml Biochrom AG, Berlin 
7. Penicillin/Streptomycin 10 mg/ml 1ml Biochrom AG, Berlin 
8. Heparin 0,2% 200µl Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
9. Hormon Mix (siehe Tabelle 3-5) 10ml Eigene Herstellung 
10. Bovines Serumalbulmin (BSA) 
gelöst in Reinstwasser 
200mg gelöst 
in 33,8ml 
Euroclone, Pero, Italien 
11. Epidermal Growth Factor (EGF) 4µl Peprotech GmbH, London 
12. Fibroblast Growth Factor 2 
(FGF-2) 
4µl Peprotech GmbH, London 
13. Amphotericin B 250µg/ml 1ml Biochrom AG, Berlin 




Zur Herstellung des Hormonmixes wurden die benötigten Reagenzien (Tab. 3-5) in 
eine sterile Flasche (Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht) gegeben und durch vorsichtiges 
Schwenken vermischt. Anschließend erfolgte eine sterile Filtration mit einer sterilen 
Filtereinheit (Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht). 
 
Tabelle 3-5: Hormonmix für Vollmedium 
Reagenz Menge Hersteller 
DMEM/F12 (5x) 40ml Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
D(+) Glukose 30% 8ml Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
NaHCO3 7,5% 6ml Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
HEPES 1M 2ml Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Reinstwasser 300ml Eigene Herstellung 
Transferrine 400mg Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Putrescine 6mM 40ml Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Insulin 40ml Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Selen 3mM 40µl Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 












Stammlösungen für Vollmedium 
Stammlösung Zusammensetzung Sterile Filtration 
5xDMEM/F12 66,9g DMEM, 53,1g F12 ad 
1000ml Reinstwasser 
0,45µm FilterUnit 500ml 
30% D-(+)-Glucose 30g D-(+)-Glucose ad 
100ml Reinstwasser 
0,2µm FilterUnit 200ml 
7,5%NaHCO3 7,5g NaHCO3 ad 100ml 
Reinstwasser 
0,2µm FilterUnit 200ml 
1M HEPES 23,8g HEPES ad 100ml 
Reinstwasser 
0,2µm FilterUnit 200ml 
0,2% Heparin 100mg Heparin/50ml 
Reinstwasser 
0,2µm FilterUnit 200ml 




0,2µm FilterUnit 200ml 
3mM Selen 25,94mg Selen/50ml 
Reinstwasser 
0,2µm FilterUnit 200ml 
2mM Progesteron 31,5mg Progesteron/50ml 
Ethanol 
_ 
Insulin 100mg Insulin in 4ml 0,1M 




EGF 20µM 500µg EGF in 1ml 
Reinstwasser 
_ 
FGF-2 20µM 50µg FGF-2 in 100µl Tris-










Eserine Stammlösung 500µM 
10,337 mg Eserine Salycilate in 50ml DMEM 
 
Giemsa-Lösung 




Tabelle 3-6: Verwendete Kits 
Bezeichnung Hersteller 
Cell Proliferation Kit GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 
Rneasy Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden 
 
 
3.6 Antikörper  
Tabelle 3-7: Verwendete Antikörper 
Bezeichnung Hersteller 
Cy2-conjugated AffiniPure Donkey- Anti-
Mouse IgG (H+L) 
Jackson ImmunoResearch Laboratories, 







Für die nachfolgenden Experimente wurden Zellen aus dem Hippocampus von 
erwachsenen Wildtyp C57B6 Mäusen (Charles River Italia, 14 Wochen alt) 
verwendet. Die Tiere wurden entsprechend den Richtlinien des NIH behandelt. 
Nachdem die Mäuse mit Pentobarbital (120mg/kg) betäubt worden waren, erfolgte 
die Tötung durch zervikale Dislokation. Die Gehirne wurden entnommen und in 
gekühltem PBS platziert. Anschließend wurden die Hippocampi vorsichtig aus den 
Gehirnen entfernt und für 50 Minuten bei 37°C unter leichtem Schütteln in eine 
Verdauungslösung (s.S. 34) gelegt. Nach der Verdauung wurden die Gewebeproben 
zweimal in DMEM (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) gewaschen, mechanisch mit einer 
hitzesterilisierten Pasteurpipette (Brand GmbH + CO KG, Wertheim) dissoziiert und 





Die Zellkulturen wurden unter wasserdampfgesättigter Atmosphäre bei 37° C und 5% 
CO2-Partialdruck im Brutschrank (Binder GmbH, Tuttlingen) in Zellkulturflaschen 
kultiviert.  
Das verwendete Vollmedium (eigene Herstellung) enthielt die Wachstumsfaktoren 
EGF (Epidermal Growth Factor) (Peprotech GmbH, London) und FGF-2 (Fibroblast 
Growthfactor 2) (Peprotech GmbH, London). 
Durch diese beiden Wachstumsfaktoren sowie durch Aggregation und Proliferation 
formieren sich neurale Stammzellen in vitro zu dreidimensionalen Zellverbänden, 
sogenannten Neurosphären (Cattaneo und McKay, 1990; Reynolds und Weiss, 
1992; Vescovi et al., 1993).  
Um den Zellen ideale Wachstumsbedingungen zu gewährleisten, wurde zweimal pro 
Woche eine Passage durchgeführt. Hierbei erfolgten der Austausch des 
Vollmediums und die Dissoziation der gebildeten Neurosphären. 
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4.1.2 Passage der neuralen Stammzellen 
 
Die Passage der Stammzellen erfolgte nach einem von Gritti und Mitarbeitern 
beschriebenen Verfahren und wurde zum Schutz vor Kontamination unter einer 
sterilen Arbeitsbank (Heraeus Instruments GmbH, Hanau) durchgeführt (Gritti et al., 
2002). 
Die Zellen wurden zuerst samt Medium mit Hilfe des Accu-Jet Pro (Brand GmbH+CO 
KG, Wertheim) aus der jeweiligen 75cm2 Kulturflasche (Sarstedt AG & Co, 
Nürnbrecht) aufgenommen und in ein 15ml Zentrifugenröhrchen (Sarstedt AG & Co, 
Nürnbrecht) überführt. Hierbei war besonders darauf zu achten, dass die am Boden 
der Flasche haftenden Zellen durch mehrmaliges Überspülen gelöst und ebenfalls 
mit aufgenommen werden konnten. 
Als nächstes wurden die Zellen in einer Zentrifuge (Rotixa 120, Hettich GmbH & 
Co.KG, Tuttlingen) zehn Minuten lang bei 21°C und 800rpm sedimentiert. 
Die Zellen waren jetzt in Form eines Pellets gut sichtbar und der Überstand konnte 
mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Laboport, KNF Neuberger GmbH, Freiburg) 
abgesaugt werden. 
Um die gebildeten Neurosphären zu dissoziieren, wurde 300µl frisches Vollmedium 
auf die Zellen gegeben und mehrfach mit einer 200µl Pipette (Eppendorf AG, 
Hamburg) resuspendiert. 
  
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe eines Zellzählers (Coulter Z2, Particle 
Count & Size Analyzer, Beckmann Coulter, Krefeld). Hierfür wurde die Suspension 
zunächst mit 700µl Vollmedium auf 1ml aufgefüllt. Danach wurden 10µl dieser 
Lösung mit 10ml Counter Buffer (Coulter Isoton II Diluent, Beckmann Coulter, 
Krefeld) in einem Probengefäß (Accuvette ST 25ml, Beckmann Coulter, Krefeld) 
vermischt und in den Zellzähler überführt. 
Anschließend wurden jeweils 750000 Zellen in eine mit 10ml Vollmedium befüllte 
75cm2 Kulturflasche gegeben und wieder im Brutschrank platziert. Die erforderliche 





4.1.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen 
 
Zellen, die zu einem späteren Zeitpunkt erneut verwendet werden sollten, wurden zur 
Lagerung kryokonserviert. 
Hierzu wurden die Zellen zunächst in einer Zentrifuge (Rotixa 120, Hettich GmbH & 
Co.KG, Tuttlingen) bei 21°C und 800rpm sedimentiert. Danach wurde der gesamte 
Zellüberstand mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Laboport, KNF Neuberger GmbH, 
Freiburg) abgesaugt und je 200µl Einfriermedium und zum Schutz der zelleigenen 
RNA 1000µl RNA-Protect Reagent (Qiagen GmbH, Hilden) hinzugegeben.  
Anschließend wurde der gesamte Inhalt aus dem Zentrifugenröhrchen in ein 
Kryoröhrchen mit 1800µl Fassungsvermögen (Nunc, Roskilde, Dänemark) überführt 
und in einem speziellen Kryo-Einfrierbehälter (Nalgene, Thermo Scientific, Waltham, 
MA, USA) bei -80°C tiefgefroren. Die Wände dieses Behälters sind mit Isopropanol 
befüllt, was zu einer langsamen Akühlung der Zellen führt (ca. 1C°/Minute).  
Das im Einfriermedium enthaltene DMSO sowie das langsame Herunterkühlen der 
Zellen verhindern die Entstehung von Eiskristallen, die zu Schädigungen der Zellen 
führen könnten. 
Zur Langzeitkonservierung der Zellen wurden diese anschließend in Flüssigstickstoff 
bei -196°C gelagert. 
 
Das Auftauen der kryokonservierten Zellen erfolgte bei Raumtemperatur. Danach 
wurden die jeweiligen Zellsuspensionen in 1,5ml Röhrchen (Eppendorf, Hamburg) 
überführt und fünf Minuten bei 2100rpm sedimentiert. Nach vollständiger Entfernung 
des Überstands mit der Vakuumpumpe (Laboport, KNF Neuberger GmbH, Freiburg) 











4.2 Alamar Blue Assay (Zytotoxizitätsversuch) 
 
Um die geeignete Eserine-Konzentration für die in dieser Arbeit durchgeführten 
Versuche herauszufinden, wurde zunächst die Toxizitätsgrenze des 
Acetylcholinesterasehemmers ermittelt. Hierzu diente der Alamar-Blue 
Zellvitabilitätstest. 
Das Prinzip des Alamar Blue Versuchs beruht auf der Erfassung vitaler Zellen 
anhand ihrer chemischen Reduktionsfähigkeit. 
Bei der im Alamar Blue Assay eingesetzten Substanz handelt es sich um die 
chemische Verbindung Resazurin. Dieser Redox-Indikator wird von vitalen Zellen 
durch verschiedene Stoffwechselprozesse in seine reduzierte Form, Resofurin, 
umgewandelt. Dabei ändert sich dessen Farbe von blau zu rot (Ahmed et al., 1994). 
Da das rote Resofurin stark fluoreszierend wirkt, kann anhand der Farbintensität die 
Menge vitaler Zellen photometrisch gemessen werden. 
Dabei gilt allgemein: Je intensiver die Fluoreszenz, desto stärker die zelluläre 




Zunächst wurden Zellsuspensionen mit 25000 Zellen pro 100µl erstellt, die jeweils 
unterschiedliche Konzentrationen von Eserine enthielten.  
Danach wurden von jeder Zellsuspension mit einer bestimmten Eserine-
Konzentration jeweils 100µl in fünf wells einer 96-well-Platte (Sarstedt AG & Co, 
Nürnbrecht) pipettiert. 
Zusätzlich diente eine reine Zellsuspension ohne Zugabe von Eserine als 
Positivkontrolle und reines Vollmedium ohne Zellen als Negativkontrolle. 
Anschließend wurden die Zellen für 48 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Nach der Inkubation erfolgte die Zugabe von jeweils 10µl Alamar Blue pro well und 






Nach der zweistündigen Inkubation erfolgte die Messung der Fluoreszenzemission 
mit Hilfe eines Photometers (Tecan GmbH, Crailsheim). Hierfür wurden eine 
Messwellenlänge von 570nm und eine Referenzwellenlänge von 600nm gewählt.  
Abschließend erfolgte die Berechnung der Toxizitätsgrenze mit Hilfe des 
alamarBlue® Technical Datasheet der Firma AbD Serotec. (alamarBlue® Technical 
Datasheet, AbD Serotec, Oxford UK, 2009) 
Aufgrund der Ergebnisse des Alamar-Blue Zellvitabilitätstest wurde für die 






Im Langzeit-Proliferationsversuch ging es darum, den Einfluss von Eserine auf die 
Proliferation der Zellen über einen längeren Zeitraum hinweg zu untersuchen. Hierfür 
wurde eine Zeitspanne von insgesamt vier Wochen gewählt, wobei eine Zählung der 
Zellen alle 96 Stunden erfolgte. 
 
Die Kultivierung sowie die Auszählung der Zellen erfolgten bis auf wenige 
Unterschiede, vor allem die verwendete Zellzahl betreffend, nach dem unter 4.1.1 
und 4.1.2 beschriebenen Prinzip. 
 
Bei diesem Experiment wurden zwei verschiedene Gruppen untersucht. Zum einen 
die Kontrollgruppe K (unbehandelte Zellen), zum anderen die Eserine-Gruppe E (mit 
5µM Eserine behandelte Zellen). Pro Gruppe wurden jeweils drei 25cm2 
Kulturflaschen (Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht) mit jeweils 200000 Zellen und einem 







Das Volumen der jeweiligen Flasche wurde wie folgt errechnet: 
Eserinegruppe:  
50µl Eserinelösung (500µM ) + 200000 Zellen in Suspension ad 5ml Vollmedium  
 
Kontrollgruppe:  
50µl DMEM + 200000 Zellen in Suspension ad 5ml Vollmedium  
 
Durchführung 
Alle folgenden Schritte wurden erneut unter einer sterilen Arbeitsbank durchgeführt.  
Zu Beginn des Versuchs wurden die Zellen während einer Passage nach dem unter 
4.1.2 genannten Verfahren ausgezählt und mit Hilfe des Ergebnisses die benötigte 
Menge an Zellsuspension errechnet, in der sich 200000 Zellen befanden.  
Danach wurden die Volumina für die einzelnen Kulturflaschen jeder Gruppe mit Hilfe  
der oben genannten Formeln errechnet. 
Bei der Eserinelösung (eigene Herstellung) handelte es sich um eine 500µM 
Stammlösung, die durch die in der oben genannten Formel ersichtliche 100fache 
Verdünnung zu einer endgültigen Konzentration von 5µM führte.  
Durch den Einsatz an gleichem Volumen DMEM (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) in der 
Kontrollgruppe, wie Eserinelösung in der Eserinegruppe, wurde ein unterschiedliches 
Angebot an Wachstumsfaktoren in den beiden Gruppen verhindert, welches zu 
einem unterschiedlichen Wachstum der Zellen hätte führen können. 
Danach wurden die befüllten Kulturflaschen wieder in den Inkubator (Binder GmbH, 
Tuttlingen) gestellt. 
Nach 96 Stunden erfolgte die erste Zählung. Die Zellen wurden aus dem Inkubator 
genommen und mit jeder der sechs Kulturflaschen das bereits bekannte 
Zählverfahren durchgeführt. Nun wurden jeweils drei neue Flaschen für jede der zwei 
Gruppen befüllt. Um die gewünschte Zellzahl pro Flasche so genau wie möglich zu 
halten, wurde die benötigte Zellsuspension für die drei neuen Ansätze aus jeweils 
einer Flasche der entsprechenden Gruppe entnommen. Das restliche Volumen der 
neuen Ansätze wurde, wie weiter oben beschrieben, errechnet und in die jeweilige 
Flasche hinzugegeben. Die nicht benötigten Zellen wurden für nachfolgende 
Versuche mit dem unter 4.1.3 beschriebenen Verfahren kryokonserviert. 
Diese Prozedur wurde dann fünfmal wiederholt, so dass die Proliferation der Zellen 
über einen Zeitraum von insgesamt 28 Tagen beobachtet werden konnte. 
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Statistische Auswertung  
Durch die erhaltenen  Proliferationsergebnisse nach jeweils 4 Tagen konnte dann mit 
Hilfe folgender Formel das Gesamtwachstum der Zellen über den vierwöchigen 
Zeitraum geschätzt werden. Hierfür wurden jeweils die Mittelwerte der in den 




Zellzahl insgesamt  pro  Zeitpunkt = aktuelle Auszählung " Auszählungletzter Zeitpunkt200000  
 
 
Für die statistische Auswertung über den Einfluss von Eserine auf die Proliferation 
der Zellen im Vergleich zu einer Negativkontrolle wurden pro Experiment und Gruppe 
die Ergebnisse logarithmiert und jeweils eine lineare Regression durchgeführt. Hierzu 
wurde folgende Formel verwendet: y = a+bx. y steht hier für die abhängige Variable - 
geschätzte Gesamtzellzahl, x für die unabhängige Variable - Zeit, a für den 
Achsenabschnitt der Regressionsgeraden und b für die Steigung. Anschließend 
wurden die berechneten Steigungen der Regressionsgeraden mit einem Wilcoxon 
Signed Ranks Test for paired samples miteinander verglichen. Als Software diente 







Der Versuch diente ähnlich wie der Langzeit-Proliferationsversuch der 
Zellproliferationsmessung. 
Allerdings ging es hier nicht um die Veränderung der Zellproliferation über einen 
längeren Zeitraum hinweg, sondern vielmehr um die Frage, ob Eserine einen 
unmittelbaren Einfluss auf die Zellteilungsrate habe. 
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Prinzip des BrdU-Proliferationsversuchs 
Der BrdU-assay spiegelt durch Messung der DNA-Synthese von Zellen deren direkte 
Proliferationsaktivität wieder. 
Das Prinzip des Versuchs beruht auf dem kompetetiven Einbau von 5-Brom-2’-
Desoxyuridin (BrdU) in die DNA während der S-Phase des Zellzyklus.  
Bei BrdU handelt es sich um ein Thymidinanalogon, das sich lediglich durch den 
Ersatz einer Methylgruppe durch ein Brommolekül von diesem unterscheidet.  
In Anwesenheit von BrdU wird dieses anstatt Thymidin in neu synthetisierte DNA 
eingebaut und dient somit als direkter Marker der Zellproliferation. 
Um die Sensitivität der Zellen für den Einbau von BrdU zu erhöhen, werden die 
Zellen zeitgleich mit 5-Fluoro-2’-Deoxyuridin versetzt. Dabei handelt es sich um 
einen Inhibitor der Thymidin Synthese, der durch ein verringertes Angebot an 
endogenem Thymidin die Inkorporation des BrdUs steigert. (GE Healthcare, 2008) 
Der Nachweis von eingebautem BrdU erfolgt immunozytochemisch mittels 
monoklonaler Antikörper. Nach Applikation eines primären Antikörpers, der 
spezifisch an BrdU bindet, wird ein sekundärer Antikörper (mit fluoreszierenden 
Eigenschaften) hinzugegeben, der den primären Antikörper visualisiert. 
Auf diese Weise lassen sich die Kerne von Zellen, die sich während der Anwesenheit 
von BrdU in der Zellteilung befanden, also proliferatorische Aktivität zeigten, 
anfärben und werden so im Fluoreszenzmikroskop sichtbar. 
Um das Verhältnis von BrdU markierten Zellen zur Gesamtzellzahl zu bestimmen, 
erfolgt eine Gegenfärbung aller Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-Diamidin-2-
Phenylindol (DAPI).  
Der Quotient aus proliferierten Zellen (BrdU-markierte Zellen) und Gesamtzellzahl 





Der Versuch wurde bis auf wenige im Folgenden beschriebene Veränderungen mit 







Zunächst wurden unter der sterilen Arbeitsbank (Heraeus Instruments GmbH, 
Hanau) runde Deckgläser (10mm∅, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) mit 
Matrigel (BD Bioscience GmbH, Heidelberg) beschichtet, um die Adhäsion der Zellen 
an den Deckgläsern zu verstärken. Hierzu wurden die Deckgläser in 48-well-Platten 
(Nunc, Roskilde, Dänemark) mit 200µl einer 1:100 Lösung aus Matrigel und DMEM 
bedeckt und für 24 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Nach Ablauf der 24 Stunden erfolgte die Vorbereitung der Zellen. 
Sie wurden nach dem bereits beschriebenen Verfahren sedimentiert und ausgezählt 
und je eine Zellsuspension mit 35000 Zellen pro 500µl des jeweiligen Testmediums 
(Vollmedium als Positivkontrolle bzw. Vollmedium + Eserinelösung) wurde angesetzt. 
Danach wurde die Matrigellösung mit der Vakuumpumpe (Laboport, KNF Neuberger 
GmbH, Freiburg) vollständig aus den Vertiefungen der 48-well Platten entfernt und 
jeweils sechs Deckgläser wurden mit 500µl einer der beiden oben genannten 
Zellsuspensionen bedeckt. 
Die well-Platte wurden bei 37°C und 5% CO2-Partialdruck für 24 Stunden im 
Brutschrank (Binder GmbH, Tuttlingen) inkubiert. 
 
 
Inkorporation des BrdU 
Nach 24 Stunden wurden die Zellen erneut aus dem Inkubator entnommen und es 
folgte die Zugabe des Proliferationsmarkers (BrdU). Hierfür wurde zunächst das mit 
5-bromo-2’-Deoxyuridine und 5-fluoro-2’-deoxyuridine haltige labeling reagent (GE 
Healthcare, Buckinghamshire, UK) im Verhältnis 1:1000 mit dem jeweiligen 
Testmedium gemischt und im Brutschrank für 20 Minuten erwärmt. 
Anschließend wurden aus jedem well 400µl der Zellsuspension entfernt und jeweils 
250µl des entsprechenden 0,1% labeling reagent hinzugefügt. 
Um die Inkorporation des BrdU zu ermöglichen wurden die Zellen für eine Stunde bei 
37° C und 5% CO2-Partialdruck inkubiert. 
Nach Ablauf der einstündigen Inkubation wurde das jeweils in den wells befindliche 
Medium mit Hilfe der Vakuumpumpe komplett abgesaugt und jedes Deckglas zum 
Waschen in je 1ml PBS (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) für fünf Minuten auf einem 




Fixierung der Zellen 
Die Deckgläser wurden von dem PBS befreit und es folgte die Fixierung der Zellen 
mit je 500µl einer 4%igen Formaldehydlösung (Roti Histofix, Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe) auf dem Schüttler für 20 Minuten bei Raumtemperatur.  
Um die Deckgläser anschließend zu waschen, wurden sie dreimal jeweils vier 
Minuten in 1ml PBS inkubiert. 
 
 
Färbung der Zellen 
- Applikation des primären Antikörpers 
Zunächst wurde die gefriergetrocknete DNase-I (Qiagen GmbH, Hilden) mit 4ml 
Reinstwasser und 40µl des BrdU spezifischen Antikörpers (Anti-5-bromo-2’-
deoxyuridine monoclonal mouse antibody, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 
versetzt. Anschließend wurde die Lösung gut vermischt und auf Raumtemperatur 
erwärmt. Nach Entfernen des PBS wurden auf je fünf Deckgläser pro Testmedium 
150µl der hergestellten Lösung gegeben, beim sechsten Deckglas wurde als 
Negativkontrolle auf den primären Antikörper verzichtet. Anschließend wurde die 
Platte für 60 Minuten inkubiert. 
Während dieser Zeit konnte die eingesetzte DNAse-I die DNA spalten und 
ermöglichte somit die Bindung des Antikörpers an das in die DNA eingebaute BrdU. 
Danach erfolgte erneut eine dreimalige Waschung mit anschließender Entfernung 
des PBS. 
 
- Applikation des sekundären Antikörpers 
Hier wurde ein Cy2-conjugated AffiniPure Donkey-Anti-Mouse IgG (H+L) (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA)  Antikörper verwendet. 
Da dieser Antikörper wie auch das später eingesetzte 4’,6-Diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) fluoreszierende Eigenschaften besitzt, wurde lichtgeschützt gearbeitet, um 
das Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs zu verhindern. 
Zunächst wurde der Antikörper im Verhältnis 1:1000 mit eisgekühltem PBS gemischt 
und jeweils 300µl dieser Lösung in die wells gegeben. Anschließend erfolgte eine 30-
minütige Inkubationszeit, in welcher der applizierte Antikörper an den primären Anti-
BrdU Antikörper binden konnte und somit die proliferationsaktiven Zellen markierte 




- Färbung aller Zellkerne mit 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol 
Wie bereits beschrieben, sind für eine zuverlässige Auswertung nicht nur die Menge 
der proliferierten Zellen, sondern auch das Verhältnis dieser zur Gesamtzellzahl 
notwendig. Um die Gesamtzellzahl herauszufinden erfolgte eine Färbung aller 
vorhandenen Zellkerne unabhängig von ihrer Proliferationsaktivität mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff DAPI (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim). 
DAPI wurde ebenfalls in einer Konzentration von 1:1000 in PBS verwendet.  
Jeweils 300µl dieser Lösung wurden auf die Deckgläser pipettiert und anschließend 
für zehn Minuten bei 37°C und 5% CO2 in den Inkubator gestellt. 
 
 
Platzieren der Deckgläser auf den Objektträgern 
Nach einem letzten dreimaligen Waschen der Deckgläser und vollständiger 
Entfernung des PBS wurde erneut jeweils 50µl PBS in die wells pipettiert. 
Anschließend wurden die Deckgläser vorsichtig mit einer Pinzette aus den wells 
entnommen, in Reinstwasser getaucht und kurz getrocknet. 
Zuletzt erfolgte das Platzieren der Deckgläser auf Objektträgern. Hierfür wurden 
jeweils zwei Deckgläser mit der Oberseite nach unten und 100µl MobiGLOW 
Mounting Medium (MoBiTec GmbH, Göttingen) auf einem Objektträger (Super Frost 
Plus, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) fixiert und zum Trocknen für 
mindestens 24 Stunden lichtgeschützt bei 4°C gelagert. Bei MobiGLOW handelt es 
sich um ein Einbettmedium, das die Zellen in einem dauerhaften Zustand konserviert 




Die Auswertung erfolgte verblindet unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, 
Firma Carl Zeiss AG, Oberkochen). Pro Experiment wurden jeweils drei Deckgläser 
pro Gruppe ausgewertet. Auf jedem dieser Deckgläser wurden wiederum fünf 
Gesichtsfelder zufällig ausgewählt und analysiert, so dass pro Experiment 15 
Gesichtsfelder jeder Gruppe  analysiert wurden.  
Innerhalb eines Gesichtsfelds wurden zunächst die mit DAPI markierten Zellen und 
dann die mit BrdU markierten Zellen ausgezählt. Anschließend wurde das Verhältnis 
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von proliferationsaktiven Zellen (BrdU-markierte Zellen) an der Gesamtzellzahl 
(DAPI-markierte Zellen) ermittelt. 
Die statistische Analyse erfolgte mit der Software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, 
USA). Die Daten wurden über eine Varianzanalyse (ANOVA) auf Signifikanz 





Mit Hilfe dieses Versuchs konnte der Einfluss von Eserine auf die Mobilisierung der 




Zur Untersuchung der Zellmobilisierung diente eine sog. Boyden chamber (Boyden-
Kammer). 
Bei der Boyden-Kammer handelt es sich um ein im Jahre 1962 von Stephen Boyden 
entwickeltes System, welches ursprünglich zur Untersuchung des chemotaktischen 
Verhaltens von Leukozyten verwendet wurde (Boyden, 1962). 
Die Kammer ist ein wiederverwendbares Ein-well-System und besteht im 
Wesentlichen aus einem oberen Kompartiment (Fassungsvermögen ca. 220µl) und  
einem unteren Kompartiment (Fassungsvermögen ca. 55µl), welche durch eine 
Membran voneinander getrennt sind. 
Die untere Kammer wird mit der jeweils zu testenden Substanz befüllt, die im Deckel 
befindliche obere Kammer mit den zu testenden Zellen. 
Die in der Mitte angebrachte Membran ist mit Mikroporen ausgestattet, wobei die 
Porengröße so gewählt werden muss, dass die zu untersuchenden Zellen die 
Membran nur aktiv durchwandern können. 
Bei entsprechendem Reiz kommt es zu einer Mobilisierung, d.h. aktiven Wanderung 








Beschichten der Polycarbonatmebranen mit Matrigel 
Matrigel ist eine lösliche rekonstruierte Basalmembran, die aus Engelbreth-Holm-
Swarm Maussarkomzellen extrahiert wurde. Da dieser Tumor eine große Menge an 
Proteinen der Extrazellulärmatrix enthält (Laminin, Kollagen IV, 
Heparansulfatproteoglycan, Entactin), ist es möglich diese mithilfe des Extrakts zu 
imitieren. In diesem Versuch diente diese Substanz hauptsächlich der verbesserten 
Haftung der Zellen an der Membran. (BD Bioscience GmbH, 2008)  
Um eine flüssige Konsistenz des Matrigels (BD Bioscience GmbH, Heidelberg) zu 
erreichen, wurde es aus dem Gefrierschrank (-20°C) entnommen, mehrere Stunden 
bei 4°C gelagert und anschließend mit DMEM (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) 1:1000 
verdünnt. 
Jeweils eine Polycarbonatmembran (GE Water & Process Technologies, Trevose, 
USA) mit einem Durchmesser von 13mm und einer Porengröße von 8µm wurde 
dann in einem well einer 24-well-Kulturplatte (Nunc, Roskilde, Dänemark) mit 500µl 
der Lösung bedeckt und für mindestens sechs Stunden im Inkubator (Binder GmbH, 
Tuttlingen) bei 37°C und 5% CO2 gelagert.  
 
 
Vorbereitung der Zellen und Ansetzen der Testmedien 
Die jeweils an dem Tag zu verwendenden Zellen wurden bereits 24h zuvor 
passagiert. Am Tag des Versuchs wurden die Zellen erneut passagiert. Allerdings 
wurde nach der Zentrifugation der Zellen der Überstand komplett entfernt und in 
diesem Versuch mit 300µl DMEM aufgefüllt. Durch den Einsatz von DMEM wurde 
verhindert, dass die Zellen von den im Vollmedium befindlichen Wachstumsfaktoren 
(EGF/FGF-2) zurückgehalten wurden. Dies hätte zu einer Verfälschung der 
Ergebnisse führen können. 
Nach anschließender Resuspension und Zugabe von weiteren 700µl DMEM wurden 
die Zellen nach der bekannten Methode gezählt und die Menge der benötigten 
Zellsuspension berechnet (50000 Zellen in 220µl DMEM). Als Testmedien dienten 





Befüllen der Kammern 
Der untere Teil der Boyden-Kammer (Neuro Probe, Inc., Gaithersburg, USA) wurde 
mit dem Testmedium befüllt. Hierzu wurden jeweils 55µl der entsprechenden 
Substanz in die zentrale Vertiefung des unteren Kompartiments pipettiert. 
Anschließend wurde die mit Matrigel beschichtete Membran vorsichtig auf die 
zentrale Vertiefung platziert. Hier war besonders darauf zu achten, die Entstehung 
von Luftblasen zu vermeiden, da diese den Kontakt der Zellen mit der zu testenden 
Substanz und somit eine eventuelle Wanderung verhindern würden. 
Danach wurde der obere Teil der Boyden-Kammer fest in den unteren Teil 
geschraubt und vorsichtig, unter Vermeidung von Luftblasen, mit 220µl 
Zellsuspension befüllt. Durch den oben beschriebenen Aufbau der Kammer waren 
die Zellen somit in direktem Kontakt mit der Membran und nur durch diese vom 
jeweiligen Testmedium getrennt. 
 
 
Wanderung der Zellen 
Pro Testmedium wurden jeweils drei Boydenkammern (Triplets) befüllt und 
anschließend bei 37°C und 5% CO2-Partialdruck für sechs Stunden im Brutschrank 
inkubiert. Dies waren optimale Bedingungen für die Zellen, bei entsprechendem Reiz 
die Membran aktiv zu durchwandern. 
 
 
Färbung der Zellen und Platzieren der Membranen auf den Objektträgern 
Im Anschluss an die sechsstündige Inkubation der Zellen wurden die Kammern aus 
dem Brutschrank entnommen und die Zellsuspension aus dem oberen Kompartiment 
entfernt. Dies erfolgte durch Umdrehen und mehrmaliges Beklopfen der Kammern. 
Danach konnte der obere Teil der Kammer aus dem unteren Teil herausgeschraubt 
und die Membran mit einer Pinzette entnommen werden. Mithilfe eines 
Wattestäbchens wurden anschließend die nicht gewanderten, auf der Oberseite der 
Membran befindlichen Zellen vorsichtig entfernt. 
Die Membranen wurden nun umgedreht, so dass die Oberseite nach unten zeigte 
und mit Stecknadeln in einer mit erkaltetem Wachs gefüllten Petrischale befestigt. 
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Anschließend folgte die Fixierung der Zellen mit 100% Ethanol (Carl Roth GmbH & 
Co, Karlsruhe) für eine Minute. Nach Abgießen des Ethanols wurden die Membranen 
einige Male vorsichtig mit Wasser gespült. 
Die Färbung der Zellen erfolgte mit 42ml einer 1:20 Giemsa-Lösung (s.S. 34). Nach 
20 Minuten wurde die Giemsa-Lösung abgegossen und die Membranen erneut mit 
Wasser gewaschen. 
 
Als nächstes erfolgte das Aufbringen der Membranen auf Objektträger (Super Frost 
Plus, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig). Hierfür wurden jeweils zwei 
Membranen kurz an der Luft getrocknet und mit der Unterseite nach oben vorsichtig 
nebeneinander auf einem Objektträger platziert. Anschließend wurden sie mit einem 
Tropfen Dibutylpthalat-Polystyren-Xylen (DPX) (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim) 
und einem Deckglas (24 x 60mm, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) fixiert und 
für mindestens 24h getrocknet.  
 
 
Statistische Auswertung  
Die Auswertung erfolgte verblindet unter dem Lichtmikroskop (Helmut Hund GmbH, 
Wetzlar) in 40facher Vergrößerung. Pro Experiment wurden jeweils drei Membranen 
von jeder Gruppe ausgewertet. Auf jeder dieser Membranen wurden wiederum fünf 
Gesichtsfelder zufällig ausgewählt und analysiert, so dass pro Experiment 15 
Gesichtsfelder jeder Gruppe ausgewertet wurden. Innerhalb eines dieser 
Gesichtsfelder wurden jeweils die durch die Membran hindurch gewanderten Zellen 
gezählt. 
Die statistische Analyse erfolgte mit der Software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, 
USA). Die Daten wurden über eine Varianzanalyse (ANOVA) auf Signifikanz 










4.6 Quantitative Genexpressionsanalyse mittels Real-Time PCR 
 
Durch Analyse der RNA bzw. cDNA mittels Real-Time PCR konnte die differentielle 
Expression bestimmter Gene von Eserine behandelten Zellen im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen untersucht werden. 
Hierfür wurde zunächst RNA von unbehandelten und mit 5µM Eserine behandelten 
Zellen extrahiert und revers transkribiert. Um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
zu gewährleisten, wurden hierfür jeweils fünf unterschiedliche Zellpassagen 
eingesetzt. 






Zunächst musste die RNA der Zellen gewonnen werden. Dies erfolgte mit Hilfe des 
RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden). 
Dieses Kit kombiniert die selektive RNA-Bindungsfähigkeit einer Silikamembran mit 
der Microspintechnologie.  
Mit Hilfe eines stark denaturierenden Puffers, der Guanidin-Thiocyanate enthält und 
RNasen umgehend inaktiviert, werden die zu untersuchenden Zellen zuerst lysiert 
und dann durch eine QIAshredder Säule homogenisiert. Durch die anschließende 
Zugabe von Ethanol werden perfekte Bedingungen für die RNA geschaffen, um an 
der Silikamembran zu binden. Um Kontaminationen zu entfernen wird die Membran 
abschließend mehrere Male gewaschen und die reine RNA kann in RNase freiem 









Durchführung der Extraktion 
Die Zellen wurden zunächst durch Zugabe von 600µl des mit ß-Mercaptoethanol 
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA) versetzten RLT-Puffers (Qiagen GmbH, 
Hilden) lysiert. Anschließend wurden die Zellen homogenisiert, indem sie in einer 
QiaShredder Säule zwei Minuten bei 14000rpm zentrifugiert wurden. 
Danach wurde dem homogenen Zelllysat 600µl 70%-iger Ethanol hinzugefügt, gut 
gemischt und in einer Mini Spin Column (Qiagen GmbH, Hilden) 15 Sekunden bei 
10000rpm zentrifugiert. Durch die Anwesenheit des Ethanols konnte die RNA, unter 
Ausbildung von Wasserstoffbrücken, selektiv an die Silikamembran der Mini Spin 
Column gebunden werden. 
Der Durchfluß wurde verworfen und es erfolgte der erste von insgesamt vier 
Waschschritten, in denen verschiedene zelluläre Bestandteile wie z.B. Salze oder 
Proteine von der Membran entfernt wurden. Hierfür wurden 350µl RW1-Puffer 
(Qiagen GmbH, Hilden) auf die Silikamembran pipettiert und das Röhrchen 15 
Sekunden bei 10000rpm zentrifugiert. 
Um eventuell vorhandene genomische DNA-Reste von der Membran zu entfernen, 
wurde die Membran 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 80µl einer DNase-Lösung 
(10µl DNase I Stammlösung + 70µl RDD Puffer (Qiagen GmbH, Hilden)) inkubiert.  
Nach Ablauf der 15 Minuten wurde die Membran erneut mit 350µl RW1-Puffer 
gewaschen. Der dritte und vierte Waschschritt erfolgte mit jeweils 500µl eines mit 
Ethanol versetztem RPE-Puffers (Qiagen GmbH, Hilden) für 15 Sekunden bei 
10000rpm. 
Anschließend wurde die Membran zwei Minuten bei 10000rpm getrocknet. 
Zuletzt erfolgte die Elution der RNA. Hierfür wurde die Mini Spin Column in ein neues 
Röhrchen gestellt und 30µl RNase freies Wasser auf die Silikamembran pipettiert. 
Nach dreiminütiger Inkubation auf Eis wurde die Mini Spin Column eine Minute bei 
10000rpm zentrifugiert, um die gebundene RNA aus der Membran zu lösen. 
Dieser Schritt wurde zur maximalen Ausbeute der RNA ein weiteres Mal wiederholt. 
Die eluierte RNA wurde umgehend auf Eis gekühlt und bis zur weiteren 
Untersuchung bei -80°C gelagert. 
Die Extraktion wurde bei Raumtemperatur durchgehführt. Um eine Kontamination mit 
RNasen zu verhindern erfolgte die Extraktion an einem speziell mit RNase Away 
(Molecular BioProducts Inc., San Diego, USA) gereinigten Arbeitsplatz mit 
ausschließlich RNase-freiem Einmalmaterial. 
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4.6.2 Quantitative und qualitative RNA-Bestimmung 
 
Sowohl die Konzentration als auch die Qualität der extrahierten RNA wurde mit Hilfe 
des Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn) unter Verwendung 
des RNA 6000 NanoLab Chip (Agilent Technologies, Waldbronn) bestimmt. 
Die Methode beruht auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese. Auf dem Chip 
befindet sich ein System aus zahlreichen Mikrokapillaren. Die mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff markierten RNA-Proben werden durch die Mikrokapillaren 
geführt und elektrophoretisch anhand ihrer Fragmentgröße aufgetrennt. 
Anschließend werden die Probenbestandteile mit Hilfe eines Lasers detektiert. 
Durch die gleichzeitige Analyse eines internen RNA-Standards können sowohl 
Aussagen über die Quantität als auch über die Qualität der RNA getroffen werden. 
Als Qualitätskriterium gilt hier der 28S/18S-rRNA-Quotient, der im Optimalfall 2,0 
beträgt. Da dieser Wert in der Praxis nur schwer zu erreichen ist (Fleige und Pfaffl, 
2006), wurden für die nachfolgenden Experimente ausschließlich RNA-Proben mit 





Abbildung 4-1: Elektropherogramm einer RNA Probe quantifiziert mit dem Agilent 
Bioanalyzer 2100. Deutlich abgegrenzt sind die Peaks der 28S- und 18S-rRNAs. 




Für die Messung der Gesamt-RNA wurde der Elektrophorese-Chip nach Vorgabe mit 
Nano Gel Matrix (Agilent Technologies, Waldbronn) und einem Fluoreszenzfarbstoff 
(Agilent Technologies, Waldbronn) vorbereitet. Als interner Standard diente die RNA 
6000 Leiter (Agilent Technologies, Waldbronn). Jeweils 1µl der extrahierten RNA 
wurde auf einen Messplatz des LabChips gegeben und nach Herstellerangaben im 
Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn) analysiert.  
 
 
4.6.3 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkription 
 
Da die isolierte RNA sehr empfindlich gegenüber freien RNAsen ist, wurde sie in die 
stabilere komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. 
Dies erfolgte im Wesentlichen in zwei Schritten. 
Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase, bei dem es sich um eine RNA-
abhängige Polymerase handelt, wird zunächst der zum RNA-Strang komplementäre 
DNA-Strang gebildet. Als Primer dienen hierbei sogenannte Random Hexamer 
Primer. Dabei handelt es sich um Oligonukleotide, die jeweils aus sechs zufällig 
zusammengesetzten Nukleotiden bestehen. Da sich in der Random Hexamer 
Primer-Lösung jede mögliche Nukleotidkombination (46) befindet, können die Primer 
auch an jeden vorhandenen RNA Abschnitt binden (Feinberg und Vogelstein, 1983). 
Im zweiten Schritt wird der RNA-Strang mit Hilfe des Enzyms RNase H abgebaut. 





Auch hier wurden, wie schon bei der RNA Extraktion, die Arbeitstische speziell 
gereinigt und ausschließlich RNase freie Materialien verwendet. 
Jeweils 1µg der extrahierten RNA wurde mit RNase-freiem Wasser (Qiagen GmbH, 
Hilden) aufgefüllt, so dass sich ein Volumen von je 6µl ergab.  
Als nächstes wurde der sogenannte Mastermix angesetzt. Dieser enthielt neben 5x 
First Strand Puffer (Invitrogen GmbH, Karlsruhe), Dithiothreitol (DTT) (Invitrogen 
GmbH, Karlsruhe), dNTP Mix (je 100mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) (Fermentas 
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GmbH, St. Leon-Rot), Random Hexamer Primer (Applied Biosystems, Foster City, 
USA) und RNase freiem Wasser auch RNase Inhibitor (Fermentas GmbH, St. Leon-
Rot) (zur Verhinderung des vorzeitigen RNA Abbaus) (Fermentas GmbH, St. Leon-
Rot) und die Reverse Transkriptase (Superscript II) (Invitrogen GmbH, Karlsruhe).  
Tabelle 4-1 zeigt die jeweilige Menge der Reagenzien für eine Reaktion. 
   
Tabelle 4-1: Menge der pro Reaktion verwendeten Reagenzien 
Reagenz Menge pro Reaktion 
5x First Strand Buffer 4,0µl 
0,1 M DTT 2,0µl 
10µM dNTP Mix 1,0µl 
Random Hexamer Primer 1,0µl 
Superscript II RT (15U/µL) 1,0µl 
RNase Inhibitor (40U/µl) 0,5µl 




Aus der Anzahl der Reaktionen ergab sich die Gesamtmenge des Mastermix. 
Jeweils 14µl des Mastermix wurden zu 6µl RNA hinzupipettiert und bei folgendem 
Programm in den Thermocycler (Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg) 
gegeben: 
 
     25°C (10 min) 
     42°C (50 min) 
     70°C (15 min) 
         4°C  (HOLD) 
 
Die ersten zehn Minuten der Reaktion gewährleisteten die Anlagerung der Primer bei 
Raumtemperatur. In den folgenden 50 Minuten erfolgte die Reverse Transkription bei 
42°C. Schließlich wurde die Reaktion durch Denaturierung der Superscript II bei 
70°C gestoppt und auf 4°C heruntergekühlt. 
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Anschließend wurde jeweils 1µl RNase H (New England BioLabs GmbH, Ipswich) 
hinzugegeben und 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Dies diente dem Abbau der in den 
Reaktionsansätzen befindlichen RNA. Jede cDNA-Probe wurde mit Reinstwasser auf 
eine Konzentration von 1ng/µl verdünnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C 
gelagert. Die Proben zur Herstellung der Standardkurve wurden gepoolt, auf 
Konzentrationen von 10ng/µl, 3ng/µl, 1ng/µl, 0,3ng/µl und 0,1ng/µl verdünnt und 





Um die Genexpression mittels Real Time PCR zu analysieren, wurde pro Gen jeweils 
ein spezifisches Primerpaar benötigt. 
Primer sind Oligonukleotidsequenzen, die spezifisch an das DNA-template des 
gesuchten Gens binden. Sie dienen als Start- und Stopppunkt für DNA-
synthetisierende Enzyme, die den DNA-Abschnitt zwischen zwei Primerpaaren 
amplifizieren und so eine Analyse der Expression des gewünschten Genabschnitts 
ermöglichen. 
Da die Primer eine entscheidende Rolle für ein erfolgreiches Messergebnis spielen, 
war ein optimales Primerdesign unerlässlich. 
Zunächst wurde die mRNA-Sequenz des gewünschten Gens über die Gendatenbank 
Ensembl (Ensembl, 2011) abgerufen und die Exon-Exon Grenzen identifiziert.  
Die zu analysierende cDNA besitzt, als Komplement zur mRNA, im Gegensatz zu 
genomischer DNA keine Introns mehr. 
Durch die Identifikation der angrenzenden Exons ist es später möglich, die Primer 
über einen solchen Exon-Exon Übergang zu legen und so die ungewollte 
Amplifikation von Verunreinigungen aus genomischer DNA zu verhindern (Hurteau 
und Spivack, 2002). 
 
Die Primer wurden mit der vom Whitehead Institute for Biomedical Research 





Um das Design optimaler Primer zu gewährleisten, mussten eine Reihe an Kriterien, 
soweit möglich, erfüllt werden.  
Die Primer sollten 18-22 Nukleotide lang sein und einen GC-Basenanteil von 40-60% 
haben. Ihre Schmelztemperatur wurde auf 59-61°C festgelegt, wobei sich die 
Temperatur der beiden Primer eines Primerpaares um maximal 1°C unterscheiden 
durfte. 
Eine Hybridisierung der Primer untereinander (sog. Primerdimere) wurde durch 
maximal drei komplementäre Basen am 3’-Ende möglichst verhindert. 
Des Weiteren wurden Primer vermieden, die interne komplementäre Sequenzen 
aufwiesen, da hierdurch Sekundärstrukturen (hairpins) auftreten könnten. 
Alle in Primer3 verwendeten Einstellungen sind in Tabelle 4-2 abgebildet. 
 
 
Tabelle 4-2: Primer3 Einstellungen 
Kriterium Einstellung 
Product Size 50-150 bp 
Primer Size 18-20-25 bp 
Primer Temperature 59-60-61°C 
Primer CG% 40-50-60% 
Max. 3’ Self Complementary 3 




Abschließend wurden alle Primer mit dem NIH Genomic BLAST-Programm (NCBI 
BLAST, 2011) auf ihre Spezifität überprüft. 
Die Primer wurden von der Firma Invitrogen GmbH synthetisiert und in 
lipophylisierter Form geliefert. Anschließend wurden die Oligonukleotide mit 





Alle in der Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 4-3 und 4-4 aufgelistet. 
 
Tabelle 4-3: Primer der Referenzgene 
Genname  Forward Primer 5’-3’ Reverse Primer 5’-3’ 
ACTB GCCTTCCTTCTTGGGTATGG AGCACTGTGTTGGCATAGAGG 
ARBP GAAAATCTCCAGAGGCACCATTG TCCCACCTTGTCTCCAGTCTTTATC 
GAPDH CCCACTCTTCCACCTTCGATG GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 
HPRT CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 
PPIA TATCTGCACTGCCAAGACTGAATG CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC 
TBP CCGTGAATCTTGGCTGTAAACTTG GTTGTCCGTGGCTCTCTTATTCTC 
  
 
Tabelle 4-4: Primer der genes of interest 
Genname Forward Primer 5’-3’ Reverse Primer 5’-3’ 
BACE TCGCTTGCCCAAGAAAGTAT CTGCTCCCCTAGCCAAAAG 
BDNF CCCATGAAAGAAGTAAACGTCC GTCGTCAGACCTCTCGAACC 
SYP CAAGGAGATGCCTATGTGCC AACACGAACCATAGGTTGCC 




4.6.5 Quantitative Real Time PCR 
 
Die quantitative Echtzeit PCR (real time quantitative PCR, qPCR) beruht auf dem 
gleichen Prinzip wie die herkömmliche Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain 
reaction, PCR). Allerdings kann mit dieser Methode nicht nur festgestellt werden, ob 
ein bestimmter DNA Abschnitt vorhanden ist, sondern es können auch Aussagen 
über die Quantität dieses Abschnitts getroffen werden. 
Dies gelingt mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs, der an doppelsträngige DNA 
bindet, worauf der Grad seiner Fluoreszenz zunimmt. Die Fluoreszenzintensität kann 




Da es möglich, ist die neu entstandenen PCR-Produkte bereits während des Laufs in 




Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I 
Der Nachweis der PCR Produkte erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR 
Green I. Wie bereits weiter oben erwähnt bindet der Farbstoff an doppelsträngige 
DNA und erhöht dadurch seine Fluoreszenzintensität. 
Da SYBR Green jedoch unspezifisch an jegliche doppelsträngige DNA bindet, kann 
es zur ungewollten Markierung von unspezifischen DNA Produkten und 
Primerdimeren kommen. Um dies zu überprüfen kann eine Schmelzkurvenanalyse 
durchgeführt werden. Im Optimalfall hat der Farbstoff nur an ein spezifisches Produkt 




Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression des zu untersuchenden Gens 
nicht absolut gemessen, sondern in Relation zu einem oder mehreren nicht 
regulierten Referenzgenen gesetzt (Normalisierung) (Pfaffl, 2004).  
 
Hierfür wurde zunächst der sog. Ct-Wert benötigt. Er wird als Maß für die 
ursprüngliche Produktmenge verwendet.  
Der Ct-Wert (cycle threshold) beschreibt jenen PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz 
der Probe über eine definierte Hintergrundfluoreszenz ansteigt. 
Dieser Zyklus befindet sich in der exponentiellen Phase der Reaktion, da nur hier von 
einer Verdopplung der PCR Produkte pro Zyklus ausgegangen werden kann. 
Beim Erreichen des vorgegebenen Fluoreszenzniveaus beinhaltet also jede Probe 
die gleiche Menge an PCR Produkten. Je weniger Zyklen dafür benötigt werden, 
desto höher war die Startmenge an cDNA. Der Ct-Wert verhält sich dabei umgekehrt 
proportional zur cDNA Konzentration. 
Dieses Schema setzt eine Amplifikationseffizienz von 2 (100%) voraus. In der Praxis 




Über die Ct-Werte einer Standardkurve, die mit Hilfe einer Verdünnungsreihe 
bekannter cDNA-Konzentrationen generiert wurde, können die Effizienzen für die 
einzelnen qPCR-Läufe berechnet werden. (Pfaffl, 2004) 
Hierfür wurde cDNA von unbehandelten hippocampalen Stammzellen entsprechend 
verdünnt (10ng/µl, 3ng/µl, 1ng/µl, 0,3ng/µl, 0,1ng/µl) und in jedem qPCR-Lauf 
eingesetzt.  
Das für die spätere Auswertung der qPCR Ergebnisse verwendete Programm qbase 
kann mit Hilfe des Tools „PCR efficiency correction“ die einzelnen Effizienzen 




Ein weiterer Faktor, der zu einer fehlerhaften quantitativen Aussage führen kann, ist 
die unterschiedliche Menge von Startmaterial innerhalb der einzelnen Proben, 
welche unter anderem durch eine unterschiedliche Effizienz während der RNA-
Extraktion oder der cDNA Synthese bedingt ist. 
Um diese Variation auszugleichen erfolgt die Normalisierung der Proben auf 
sogenannte Referenzgene. 
Ein Referenzgen (housekeeping gene) ist ein Gen, dessen Produkt in der Regel für 
die basale Zellfunktion notwendig ist. Deshalb wird davon ausgegangen, dass es 
ubiquitär ist und weitestgehend konstant exprimiert wird. 
Das ideale Referenzgen wird nicht reguliert, d.h. dass weder exogene noch 
endogene Faktoren Einfluss auf seine Expression haben. Zudem sollte es über den 
gesamten Untersuchungszeitraum so wenige Schwankungen wie möglich aufweisen 
(Suzuki et al., 2000). 
Ein solches „ideales Referenzgen“ konnte allerdings bis heute nicht ermittelt werden.  
Deshalb wurden mehrere housekeeping Gene unter den in dieser Arbeit indivduellen 
Versuchsbedingungen in Hinblick auf die Stabilität ihres Epressionsniveau getestet 
(Dheda et al., 2004; Tricarico et al., 2002).  
Hierzu diente das Programm GeNorm. Es ermittelt die stabilsten Referenzgene und 
berechnet durch geometrisches Mitteln einen Normalisierungsfaktor (Vandesompele 






Die Durchführung der qPCR erfolgte mit dem Thermocycler Rotor Gene 2000 
(Corbett Research, Sydney, Australien). Als Fluoreszenzfarbstoff diente der absolute 
qPCR SYBR Green Mix (Abgene, Hamburg). 
Die Reaktionsgefäße (LTF Labortechnik GmbH, Wasserburg) mit einem 
Fassungsvermögen von 0,1ml wurden während des Experiments auf einem 
gekühlten Alublock (Corbett Research, Sydney, Australien) platziert.  
Jeder PCR-Lauf enhielt jeweils Triplets der zu analysierenden Proben, der 
Verdünnungsstufen der Standardkurve sowie der Negativkontrolle.  
Die einzelnen Reaktionsansätze setzten sich wie folgt zusammen: 
 
Tabelle 4-5: Zusammensetzung der einzelnen Reaktionsansätze 
Reagenz Volumen pro Reaktion 
cDNA 10,0µl 
SYBRGreen Mix 12,5µl 
Forward Primer 1,0µl 
Reverse Primer 1,0µl 
RNase freies Wasser 0,5µl 
Gesamt 25µl 
 
Zuerst wurden die Röhrchen mit jeweils 10µl der entsprechenden cDNA Probe 
befüllt. 
Danach wurde der Mastermix mit dem jeweiligen spezifischen Primerpaar (auf 
10nmol/µl verdünnt) erstellt und 15µl in jedes Röhrchen pipettiert. 
Schließlich wurden sämtliche Proben im Rotorgene positioniert und die Reaktion 
wurde unter folgendem Protokoll gestartet: 
    
   95°C (15 Min.) 
   95°C (15 Sek.) 
     repeat 40x 
   60°C (60 Sek.)  




Initial erfolgte die Denaturierung und Aktivierung der Polymerase bei 95°C für 15 
Minuten. Danach folgten 40 Schritte, jeweils bestehend aus einer 15sekündigen 
Denaturierung bei 95°C, gefolgt von der Annealing- und Elongationsphase für 60 
Sekunden bei 60°C. 
Abschließend wurde die Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, indem die Proben 





Alle PCR-Läufe wurden einer Qualitätskontrolle unterzogen. Für die Auswertung 
wurde eine homogene Schmelzkurve vorausgesetzt, die nur ein 
Fluoreszenzmaximum aufwies. (Abb. 4-2) Beim Auftreten von unspezifischen 
















Des Weiteren wurde ein Pearsonscher Korrelationskoeffizient der Standardkurve von 
R2=0,990 oder höher vorausgesetzt. (Abb. 4-3)  
 
 






Mit Hilfe der Rotor Gene 4.6 Software wurden die einzelnen Ct-Werte für sämtliche 
Referenzgene und genes of interest berechnet. 
Die Ct-Werte der sechs Referenzgene wurden in GeNorm (Vandesompele et al., 
2002) importiert und die drei stabilsten Housekeepinggene ermittelt. 
Danach konnten die Ct-Werte der genes of interest in die qPCR-Analyse Software 
Qbase (Hellemans et al., 2007) importiert und auf die Referenzgene normalisiert 
werden. Mit Hilfe der Software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) Statistics 
wurden die von Qbase normalisierten Daten über den Wilcoxon-Mann-Whitney-Test 







Mit Hilfe des Langzeit-Proliferationsversuchs konnte der Einfluss von Eserine auf das 
Proliferationsverhalten der adulten hippocampalen Stammzellen über einen Zeitraum 
von 28 Tagen beobachtet werden. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Pro 
Experiment und Gruppe wurden jeweils Triplets a 200000 Zellen angesetzt. 
Die Zählung der Zellen erfolgte dabei alle vier Tage und das Experiment wurde 
viermal wiederholt. Für die statistische Auswertung wurden jeweils die Mittelwerte 
der Triplets verwendet. Diese sind in absoluter und logarithmierter Form (ln) in 




Abbildung 5-1: Zusammenfassende Darstellung der fünf Einzelexperimente in 
logarithmierter Form (ln). Pro Zeitpunkt sind jeweils die Mittelwerte und 
Standardabweichungen der fünf Experimente für die Kontrollgruppe (schwarz/dunkel) 
sowie für die Eserinegruppe (rot/hell) aufgezeigt. 
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Tabelle 5-1: Gesamtzellzahl der einzelnen Experimente zum jeweiligen Zeitpunkt.  
Tag  Kontrolle 
(n x 106) 
Eserine  
  (n x 106) 




Experiment 1   
0 0,2 0,2 0 12,21 12,21 
4 2,09 2,13 4 14,55 14,57 
8 42,67 42,13 8 17,57 17,56 
12 576,06 565,29 12 20,17 20,15 
16 14593,43 14254,70 16 23,40 23,38 
20 312542,52 305525,77 20 26,47 26,45 
24 5532002,58 5316148,37 24 29,34 29,30 
28 104831448,9 99500577 28 32,28 32,23 
Experiment 2  
0 0,2 0,2 0 12,21 12,21 
4 3,19 3,22 4 14,97 14,99 
8 58,9 57,54 8 17,89 17,87 
12 991,49 973,33 12 20,71 20,70 
16 21283,92 21137,39 16 23,78 23,77 
20 461506,39 463613,46 20 26,86 26,86 
24 7853300,35 7835067,47 24 29,69 29,69 
28 162825093,87 164405832,36 28 32,72 32,73 
Experiment 3   
0 0,2 0,2 0 12,21 12,21 
4 3,2 3,14 4 14,98 14,96 
8 55,46 55,15 8 17,83 17,83 
12 903,11 895,32 12 20,62 20,61 
16 17535,37 17667,61 16 23,59 23,59 
20 428447,43 436095,44 20 26,78 26,80 
24 6155361,38 6439675,98 24 29,45 29,49 
28 102691945,67 107220605,12 28 32,26 32,31 
Experiment 4   
0 0,2 0,2 0 12,21 12,21 
4 2,64 2,64 4 14,79 14,79 
8 40,17 39,56 8 17,51 17,49 
12 745,06 735,74 12 20,43 20,42 
16 12554,34 12581,18 16 23,25 23,26 
20 277450,98 281818,46 20 26,35 26,36 
24 5516650,37 5631672,27 24 29,34 29,36 
28 99207762,44 100149905,29 28 32,23 32,24 
Experiment 5  
0 0,2 0,2 0 12,21 12,21 
4 2,94 2,85 4 14,89 14,86 
8 48,31 46,64 8 17,69 17,66 
12 1023,33 963,85 12 20,75 20,69 
16 19357,95 17991,86 16 23,69 23,61 
20 359090,06 336447,8 20 26,61 26,54 
24 8426646,7 7783159,18 24 29,76 29,68 
28 162072504,80 150733849,48 28 32,72 32,65 
 
Angezeigt sind jeweils die Mittelwerte der Triplets in absoluter Form und in 




Die mit Eserine behandelten Zellen zeigten im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrollgruppe über den gesamten Zeitraum von 28 Tagen keine signifikante 





Mit Hilfe des BrdU-Proliferationsversuchs wurde der Einfluss von Eserine auf die 
Proliferationsaktivität der Stammzellen im Vergleich zu einer unbehandelten 
Kontrollgruppe (Kontrolle) nach 24 Stunden untersucht.  
Dafür wurde der prozentuale Anteil von proliferationsaktiven Zellen an der 
Gesamtzellzahl für die jeweilige Gruppe berechnet. Der Versuch wurde in fünf 
unabhängigen Experimenten wiederholt. Pro Experiment wurden jeweils 15 
Gesichtsfelder ausgezählt (Tab. 5-2). 
 
 
Tabelle 5-2: Anteil der BrdU positiven Zellen an der Gesamtzellzahl 
 Gesamtzellzahl BrdU pos. Zellen Anteil BrdU pos. Zellen 
an Gesamtzellzahl 
Experiment 1  
Kontrolle 1271 377 29,66% 
Eserine  1293 397 30,7% 
Experiment 2 
Kontrolle 1377 407 29,56% 
Eserine 1447 433 29,92% 
Experiment 3 
Kontrolle 1433 390 27,22% 
Eserine 1436 405 28,2% 
Experiment 4 
Kontrolle 1435 428 29,83% 
Eserine 1438 451 31,36% 
Experiment 5 
Kontrolle 1415 434 30,67% 









Abbildung 5-2: Anteil von proliferationsaktiven (BrdU-markierten) Zellen an der 
Gesamtzellzahl von unbehandelten Zellen (Kontrolle) und von Zellen unter 
Eserinebehandlung (Eserine).  






Die mit Eserine behandelten Zellen zeigten in allen fünf unabhängigen Experimenten 
eine erhöhte Proliferationsrate im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen.  
Diese Ergebnisse sprechen für einen positiven Effekt von Eserine auf die 
Proliferation der Zellen. Allerdings wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht. 













Der Zellmobilisierungsversuch ist mit Hilfe der Boydenkammer durchgeführt worden. 
Hierbei wurde ein möglicher Einfluss des AChE-Inhibitors Eserine auf die 
Mobilisierung der adulten hippocampalen Stammzellen im Vergleich zu einer 
Kontrolle (DMEM) untersucht. 
Das Experiment erfolgte insgesamt fünfmal. Pro Experiment wurden 15 
Gesichtsfelder analysiert. 






Tabelle 5-3: Darstellung der einzelnen Ergebnisse der fünf Experimente über die 
Zellmobilisierung in Bezug auf Eserine im Vergleich zu DMEM. 
 
 
Anzahl der durch die Membran 
gewanderten Zellen 
 DMEM Eserine 
Experiment 1 40 81 
Experiment 2 25 23 
Experiment 3 21 99 
Experiment 4 48 40 





Abbildung 5-3: Graphische Darstellung der durch DMEM (dunkler Balken) bzw. 
Eserine (heller Balken) mobilisierten Zellen.  






Eserine führte zu einer statistisch signifikant gesteigerten Mobilisierung der Zellen im 
Vergleich zu DMEM (p=4,29099E-006, df=1, F=22,89503). 
Die Zahl der durch die Membran gewanderten, d.h. der mobilisierten Zellen war in 
der Eserinegruppe um den Faktor 1,88 erhöht. 
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5.4 Genexpressionsanalyse  
 
5.4.1 Auswahl der Referenzgene  
Mit Hilfe des Programms Genorm konnten die am besten geeigneten Referenzgene 
für die Normalisierung der Ergebnisse analysiert werden. Dabei dienten die in der 
qPCR ermittelten Ct-Werte zur Berechnung des Expressionsstabilitätswertes M. Je 
niedriger der Wert M, desto stabiler ist das jeweilige Referenzgen.  
Folgende Referenzgene wurden auf ihre Expressionsstabilität untersucht: ACTB, 




Abbildung 5-4: Darstellung der Expressionsstabilität der Referenzgene anhand des M-
Wertes. 
Die untersuchten Referenzgene wurden mit Hilfe des Programms Genorm ihrer 
Expressionsstabilität (M) entsprechend geordnet. Ein niedriger M-Wert bedeutet eine 
hohe Expessionsstabilität, ein hoher M-Wert bedeutet dementsprechend eine niedrige 




Wie in Abbildung 5-4 ersichtlich stellten ACTB, GAPDH und TBP die drei stabilsten 





5.4.2 Quantitative Real Time PCR 
 
Die differentielle Expressionsanalyse der Gene BACE, BDNF, SYP und TPH2 
erfolgte mit Hilfe der quantitativen Real Time PCR. Unbehandelte Zellen und mit 5µM 
Eserine behandelte Zellen wurden im Hinblick auf ihre Expression der oben 
genannten Gene untersucht und miteinander verglichen. 
Die Messergebnisse der genes of interest wurden auf die Expression der 




Sowohl in Zellen unter Eserinebehandlung als auch in unbehandelten Zellen konnte 
die Expression von BDNF-mRNA nachgewiesen werden. 
Alle fünf Passagen wiesen eine erhöhte BDNF-Expression in der Eserinegruppe im 
Vergleich zur Kontrollgruppe auf, wobei sich dies am deutlichsten in Passage 35 und 
36 zeigte. Dies lässt eine eindeutige Tendenz erkennen. 
Insgesamt konnte aber in der Eserinegruppe kein signifikanter Unterschied des 




Tabelle 5-4: BDNF-Expressionsergebnisse der unterschiedlichen Passagen von 









Passage 32  0,7822 (0,0220) 0,8854 (0,0215) 
Passage 33 0,5094 (0,0424) 0,5825 (0,0725) 
Passage 34 0,5645 (0,0842) 0,6528 (0,0797) 
Passage 35 1,6790 (0,0910) 1,8640 (0,1224) 
Passage 36 1,7950 (0,1588) 2,3520 (0,2877) 
 




Abbildung 5-5: Graphische Darstellung der relativen mRNA-Expression von BDNF in 
fünf unterschiedlichen Passagen von Zellen unter Eserinebehandlung (E/heller 
Balken) und unbehandelten Kontrollzellen (K/dunkler Balken). 








Sowohl in Zellen unter Eserinebehandlung als auch in unbehandelten Zellen konnte 
die Expression von SYP-mRNA nachgewiesen werden. 
Die Passagen 32, 33 und 34 zeigten ein ähnliches Expressionsniveau in beiden 
Gruppen. In Passage 35 und insbesondere in Passage 36 waren deutlich niedrigere 
SYP-Expressionswerte in der Eserinegruppe als in der Kontrollgruppe zu erkennen. 
Insgesamt konnte aber in der Eserinegruppe kein signifikanter Unterschied der 




Tabelle 5-5: SYP-Expressionsergebnisse der unterschiedlichen Passagen von 











Passage 32  0,9329 (0,0137) 0,9348 (0,0148) 
Passage 33 1,0280 (0,0489) 0,9055 (0,0506) 
Passage 34 0,8899 (0,0341) 0,9878 (0,0799) 
Passage 35 1,0560 (0,0577) 0,7127 (0,0973) 
Passage 36 1,7130 (0,1063) 1,0870 (0,1196) 
 






Abbildung 5-6: Graphische Darstellung der relativen mRNA-Expression von SYP in 
fünf unterschiedlichen Passagen von Zellen unter Eserinebehandlung (E/heller 
Balken) und unbehandelten Kontrollzellen (K/dunkler Balken). 





Sowohl in Zellen unter Eserinebehandlung als auch in unbehandelten Zellen konnte 
die Expression von BACE-mRNA nachgewiesen werden. 
Die Passagen 32, 33 und 35 zeigten ähnliche Expressionswerte in beiden Gruppen, 
wohingegen Passage 34 und insbesondere Passage 36 eine deutlich geringere 
Expression von BACE in der Eserinegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe 
aufweisen. 
Insgesamt konnte aber in der Eserinegruppe kein signifikanter Unterschied der 




Tabelle 5-6: BACE-Expressionsergebnisse der unterschiedlichen Passagen von 
Kontrollzellen und von mit Eserine behandelten Zellen. 
 









Passage 32  0,7014 (0,0215) 0,7491 (0,0121) 
Passage 33 0,9853 (0,0151) 1,0120 (0,0155) 
Passage 34 1,2470 (0,0330) 1,0430 (0,0288) 
Passage 35 0,8638 (0,0452) 0,8033 (0,0407) 
Passage 36 1,7000 (0,0873) 1,2430 (0,1062) 
 





Abbildung 5-7: Graphische Darstellung der relativen mRNA-Expression von BACE in 
fünf unterschiedlichen Passagen von Zellen unter Eserinebehandlung (E/heller 
Balken) und unbehandelten Kontrollzellen (K/dunkler Balken). 







Sowohl in Zellen unter Eserinebehandlung als auch in unbehandelten Zellen konnte 
die Expression von TPH2-mRNA nachgewiesen werden. 
Alle fünf Passagen wiesen ein erhöhtes Expressionsniveau von TPH2 in der 
Eserinegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Am deutlichsten zeigte sich dies 
in Passage 34 und 36. 
Auch hier ist eine Tendenz zu erkennen. Dennoch konnte kein signifikanter 
Unterschied des Expressionsniveaus von TPH2 in der Eserinegruppe im Vergleich 




Tabelle 5-7: TPH2-Expressionsergebnisse der unterschiedlichen Passagen von 











Passage 32  0,7488 (0,0141) 0,7826 (0,0143) 
Passage 33 0,9094 (0,0179) 1,0130 (0,0178) 
Passage 34 0,9041 (0,0193) 1,0400 (0,0849) 
Passage 35 0,8731 (0,0461) 0,9369 (0,0481) 
Passage 36 1,3150 (0,0609) 1,8320 (0,1628) 
 





Abbildung 5-8: Graphische Darstellung der relativen mRNA-Expression von TPH2 in 
fünf unterschiedlichen Passagen von Zellen unter Eserinebehandlung (E/heller 
Balken) und unbehandelten Kontrollzellen (K/dunkler Balken). 








Der Prozess der adulten hippocampalen Neurogenese beinhaltet die Proliferation der 
neuralen Stammzellen, die Differenzierung zu ausgereiften Neuronen sowie die 
Eingliederung in die hippocampalen Schaltkreise (Itou et al., 2011). 
Der Einfluß des Acetylcholinesterasehemmers Eserine auf die Proliferation adulter 
neuraler Stammzellen wurde anhand von zwei unterschiedlichen 
Proliferationsmodellen untersucht. 
Im BrdU-Proliferationsversuch wurde die Proliferationsaktivität der Zellen nach 
24stündiger Behandlung mit Eserine im Vergleich zu unbehandelten Zellen anhand 
der Messung ihrer DNA-Synthese analysiert. Die mit Eserine behandelten Zellen 
zeigten in allen fünf unabhängigen Experimenten eine erhöhte Proliferationsrate im 
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen. Dies ließ eine Tendenz zugunsten 
der Eserinegruppe in Bezug auf die Proliferation erkennen, wobei das statistische 
Signifikanzniveau verfehlt wurde. (p=0,08391)   
Im Langzeit-Proliferationsversuch wurde das Wachstum der Zellen anhand der 
absoluten Zellzahl gemessen. Die Zählung erfolgte dabei alle vier Tage über 
insgesamt 28 Tage. Hierbei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den 
beiden Gruppen festgestellt werden. 
 
Die Ergebnisse des BrdU Versuchs lassen sich in die zunehmend annerkannte 
Theorie einer „Doppelfunktion“ der Neurotransmitter einordnen. Ein Einfluss 
unterschiedlicher Neurotransmitter wie GABA, Glutamat oder Serotonin auf die 
Proliferation von Stammzellen und Genese neuer Neurone wurde in zahlreichen 
Arbeiten beschrieben (Brezun und Daszuta, 1999; Cameron et al., 1995; Suh et al., 
2009; Tozuka et al., 2005; Vaidya et al., 2007). So zeigten beispielsweise 
Benninghoff und Mitarbeiter, dass die Proliferationsrate von hippocampalen 
Stammzellen in vitro durch Serotonin beeinflusst wird. Insbesondere führte der 
Entzug bzw. die Abwesenheit des Neurotransmitters zu einer statistisch signifikanten 
Proliferationsminderung der Zellen (Benninghoff et al., 2009). 
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Auch Acetylcholin scheint als Regulator der Stammzellproliferation und der adulten 
Neurogenese zu fungieren: 
Das cholinerge System spielt eine entscheidende Rolle bei Hippocampus-basierten 
Lernvorgängen und Gedächtnisfunktionen. So konnte bei Lernprozessen ein Anstieg 
des Acetylcholin-Levels nachgewiesen werden (Dudar et al., 1979; Pepeu und 
Giovannini, 2004). In diesem Zusammenhang sei auch auf den Morbus Alzheimer 
verwiesen. Bei dieser Erkrankung kommt es unter anderem durch den Untergang 
cholinerger Neurone zu einer Beeinträchtigung von Lernvorgängen und Gedächtnis 
(Abdel-Salam, 2011; Gold, 2003). Entsprechend dazu führt die Gabe von 
Acetylcholinesteraseinhibitoren zu einer Verbesserung eben dieser Funktionen. 
Da Hippocampus-abhängige Lernvorgänge auch Auswirkungen auf die Neurogenese 
haben und mehrere Arbeiten eine Störung der Neurogenese bei Morbus Alzheimer 
beschreiben, ist ein Einfluss von ACh auf die Neurogenese naheliegend (Gould et 
al., 1999; Haughey et al., 2002; Jin et al., 2004). 
Das Ergebnis des BrdU-Proliferationsversuchs steht im Einklang mit mehreren in 
vivo Arbeiten, in denen ebenfalls der Zusammenhang zwischen dem 
Neurotransmitter und adulter Neurogenese untersucht wurde und eine positive 
Wirkung von ACh auf die Proliferationsrate von neuralen Stammzellen (NSC) sowie 
die Bildung neuer Neurone nachgewiesen werden konnte. 
Die experimentelle Läsion des cholinergen Systems des Vorderhirns bei Nagern mit 
192 IgG-Saporin führte zu einer Beseitigung des cholinergen Inputs auf den 
Hippocampus, was wiederum eine signifikant verminderte Proliferationsrate von NSC 
im Gyrus Dentatus bewirkte. Umgekehrt konnte durch systemische Gabe des auch in 
dieser Arbeit verwendeten Acetylcholinesterasehemmers Eserine (Physostigmin) ein 
signifikanter Anstieg der Zellproliferation im Hippocampus gezeigt werden (Itou et al., 
2011; Mohapel et al., 2005). 
Ähnliche Ergebnisse in Bezug auf cholinerge Beeinflussung zeigten auch in vitro 
Experimente mit adulten hippocampalen Mäusestammzellen innerhalb unserer 
Arbeitsgruppe. Bei diesen Untersuchungen induzierte eine Behandlung der Zellen 
mit dem ACh-Strukturanalogon Carbachol einen statistisch signifikanten Anstieg ihrer 
Proliferationsrate. Darüber hinaus kam es unter dem Einfluss von Carbachol zu einer 
signifikanten Steigerung der de novo Differenzierung von Neuronen. Umgekehrt 
bewirkte die Behandlung der Zellen mit Pirenzepin, einem Antagonisten des 
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Muskarinrezeptors M1, eine Reduktion der Differenzierung der Stammzellen zu 
Neuronen (Benninghoff et al., 2011). 
Insgesamt weisen die genannten Arbeiten auf eine proliferationssteigernde Wirkung 
von Acetylcholin bzw. AChE-Inhibitoren auf adulte neurale Stammzellen hin. 
 
Hippocampale Lernvorgänge sowie vermehrte körperliche Anstrengung führen zu 
einer gesteigerten Neurogenese (Gould et al., 1999; Kempermann et al., 1997; van 
Praag et al., 1999). Gleichzeitig kommt es hierbei zu einem Anstieg des ACh Levels 
(Dudar et al., 1979; Pepeu und Giovannini, 2004). Die Ergebnisse unserer und der 
anderen oben genannten Arbeiten deuten darauf hin, dass ACh zumindest teilweise 
für diese gesteigerte NSC-Proliferation und Neurogenese verantwortlich sein könnte. 
 
Mit zunehmendem Alter nimmt die neurale Stammzellproliferation bei Menschen und 
Tieren natürlicherweise ab (Hattiangady und Shetty, 2008; Kuhn et al., 1996). Itou 
zeigte in seiner Arbeit, dass diesem Prozess mit einer Erhöhung des ACh-Levels 
durch Eserine entgegengewirkt werden kann. So kam es auch bei älteren Tieren, die 
mit dem Acetylcholinesterasehemmer behandelt wurden, noch zu einer Steigerung 
der hippocampalen Stammzellproliferation (Itou et al., 2011).  
Auch unsere Ergebnisse des BrdU-Versuchs deuten auf eine proliferationssteigernde 
Wirkung eines Acetylcholinesteraseinhibitors auf adulte neurale Stammzellen hin. 
Möglicherweise lassen sich diese experimentellen Befunde klinisch nutzen, um dem 
Nachlassen der kognitiven Funktionen im Alter sowie verschiedenen Demenzformen 
wie dem Morbus Alzheimer entgegenzuwirken (Itou et al., 2011). 
 
Auch wenn die oben genannten Arbeiten darauf hinweisen, dass Acetylcholin ein 
Regulator der hippocampalen Neurogenese ist, sind die genauen molekularen 
Mechanismen, über die ACh bzw. Acetylcholinesterasehemmer Einfluss auf die 
Neurogenese nehmen, weitestgehend unbekannt (Bruel-Jungerman et al., 2011). 
Unklar hierbei ist unter anderem, ob es sich um eine direkte oder indirekte Wirkung 
von ACh handelt  bzw. ob Acetylcholinesterasehemmer über einen z.B. intrinsischen 
Weg, also unabhängig von ihrer eigentlichen Wirkungsweise als Esterasehemmer, 
fungieren. 
In einer kürzlich veröffentlichten Arbeit zeigten Narimatsu und Mitarbeiter, dass der 
Acetylcholinesterasehemmer Donezepil die Neurogenese indirekt über den Insulin 
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like Growthfactor (IGF-1) steigert. Sie behandelten WT-Mäuse (genetisch 
unveränderte Mäuse) mit Donepezil und konnten anschließend erhöhte IGF-1, IGF-1 
mRNA und CGRP-Level im Hippocampus nachweisen. CGRP (Calcitonin Gene-
Related Peptide) wird von sensorischen Neuronen freigesetzt und führt zu einer 
erhöhten Produktion von IGF-1 (Narimatsu et al., 2009). Anschließend behandelten 
sie CGRP Knockout-Mäuse mit Donezepil. Diese zeigten keine erhöhten IGF-1 Level 
und wiesen eine signifikant verminderte Proliferation von neuralen Stammzellen im 
Vergleich zu den WT-Mäusen auf.  
Da die gleiche Behandlung mit Tacrin, einem anderen Acetylcholinesterasehemmer, 
weder die CGRP, IGF-1, igf-1 mRNA Level noch die Proliferationsrate steigerte, 
vermuten Narimatsu und Mitarbeiter, dass es sich bei Donezepil um einen anderen 
als den bekannten Wirkmechanismus von Acetylcholinesterasehemmern handeln 
könnte (Narimatsu et al., 2009). 
Diese Daten sprechen dafür, dass Acetylcholinesterasehemmer, wie auch das in 
dieser Arbeit verwendete Eserine, ihre Wirkung auch über alternative, intrinsische 
Mechanismen entfalten könnten. 
 
 
Die Langzeit-Proliferationsversuche verliefen jeweils über insgesamt 28 Tage. Die 
Auszählung der Zellen erfolgte dabei alle vier Tage. An keinem der insgesamt sieben 
einzelnen Zeitpunkte sowie über den gesamten Zeitraum konnte ein signifikanter 
Unterschied zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf ihre Proliferationsrate 
festgestellt werden. 
In Arbeiten von Mohapel und Mitarbeiter oder Itou und Mitarbeiter, in denen ebenfalls 
die Zellproliferation unter der Behandlung von Eserine bzw. Physostigmin über einen 
gewissen Zeitraum (Mohapel: 1d bzw 28d; Itou: 3d) beobachtet wurde, kam es 
dagegen zu einer signifikanten Steigerung der Proliferationsrate (Itou et al., 2011; 
Mohapel et al., 2005). 
Der positive Effekt von ACh auf die Proliferation von adulten neuralen Stammzellen 
konnte auch in unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen werden. Der Versuchsaufbau 
war weitestgehend identisch mit dem in dieser Arbeit durchgeführten Experiment. 
Der Unterschied bestand darin, dass die Behandlung der Zellen nicht mit dem 
Acetylcholinesterasehemmer Eserine, sondern mit Carbachol, einem Analogon von 
Acetylcholin erfolgte (Benninghoff et al., 2011). 
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Mehrere Faktoren könnten dafür verantwortlich sein, dass das Signifikanzniveau 
nicht erreicht wurde:  
Bezogen auf die Arbeiten von Mohapel und Mitarbeitern sowie Itou und Mitarbeitern 
könnte das unterschiedliche experimentelle Vorgehen eine Rolle spielen. In den 
erwähnten Arbeiten wurden im Gegensatz zu unseren in vitro Modellen in vivo 
Modelle angewandt. 
Die in dieser Arbeit durchgeführten in vitro Experimente finden in einer 
kontrollierbareren, künstlichen Mikroumgebung ohne physiologische Stör- bzw. 
Kompensationsfaktoren statt. In einem derartigen experimentellen Setup lassen sich 
Störfaktoren zwar eher beherrschen, allerdings kann es durch den beschriebenen 
Wegfall von physiologischen Gegenregulatoren zu dementsprechend 
unterschiedlichen Ergebnissen kommen. Einen weiteren, allgemeinen Nachteil von in 
vitro Experimenten stellen die Kulturbedingungen der Zellen dar. Um vor 
Kontaminationen zu schützen, ist die Zugabe von z.B. Antibiotika bzw. Antimykotika 
zum Zellmedium erforderlich. Derartige Reagenzien können z.B. die Zellfunktion, das 
Zellwachstum oder die Zellmorphologie beinflussen und somit ebenfalls zu 
ungleichen Ergebnissen zwischen in vivo und in vitro Experimenten führen 
(Kuhlmann et al., 1996).  
Auch eine niedrig gewählte Konzentration des Acetylcholinesteraseinhibitors könnte 
eine Erklärung sein. Durch entsprechend unzureichende Hemmung der 
Acetylcholinesterase könnte der Anstieg des Acetylcholin-Levels zu gering sein, um 
Einfluss auf die Proliferation der Stammzellen zu nehmen. 
 
Des Weiteren könnten die Zellen in Bezug auf das ACh-Angebot innerhalb ihrer 
Mikroumgebung bereits gesättigt sein, so dass die Inhibiton der Acetylcholinesterase 
zu keinem weiteren Effekt führt. 
Gegen die letzten zwei Punkte spricht allerdings das positive Ergebnis im BrdU-
Proliferationsversuch.  
Eine zu geringe Anfangskonzentration von Eserine bzw. ein mögliches Überangebot 
von ACh wären bereits zu Beginn der Behandlung relevant und so würde sich auch 
im BrdU-Versuch keine Proliferationssteigerung zeigen. 
Ein weiteres Argument, das gegen eine zu geringe Ausgangskonzentration des 
Acetylcholinesterasehemmers spricht, sind die Ergebnisse des zu Beginn der 
Experimente durchgeführten Alamar Blue-Versuchs. Nach Messung der 
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Toxizitätsgrenze von Eserine wurde eine Konzentration von zwei Zehnerpotenzen 
unterhalb dieser Grenze gewählt, wie es für die Art der durchgeführten Versuche 
üblich ist.  
 
Eine zusätzliche Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse der Experimente 
könnte mit der Halbwertszeit von Eserine zusammenhängen.  
Im BrdU-Versuch, also nach 24 Stunden, ist Eserine noch in der Lage seine Wirkung 
zu entfalten. Der im Langzeitversuch nach vier Tagen ausbleibende Effekt ist 
möglicherweise durch die Halbwertszeit von Eserine zu erklären. Die Konzentration 
der Substanz könnte mittlerweile so gering sein, dass eine ausreichende Hemmung 
der Acetylcholinesterase nicht mehr möglich ist. 
Das positive Ergebnis in Bezug auf die Proliferationssteigerung in der Arbeit von 
Benninghoff und Mitarbeitern könnte auch mit der in diesen Experimenten 
eingesetzten Substanz im Zusammenhang stehen. Carbachol ist das chemisch 
stabilere Strukturanalogon von Acetylcholin und weist deshalb eine längere 
Halbwertszeit als ACh auf. Sogar nach vier Tagen konnte Carbachol die 
Proliferationsrate der Zellen noch beinflussen (Benninghoff et al., 2011). 
Da der Hersteller des verwendeten Eserine keine Angaben zur Halbwertzeit des 






Der Zellmobilisierungsversuch wurde mit Hilfe der Boydenkammer durchgeführt. 
Wie in den Ergebnissen dargelegt kam es zu einer statistisch signifikanten Erhöhung 
der Zellmobilisierung unter dem Einfluss von Eserine im Vergleich zu DMEM.  
Der Versuch wurde in fünf unabhängigen Experimenten wiederholt. 
Zusammengefasst zeigte sich nach sechsstündiger Inkubation der Zellen, dass 
Eserine die Induktion der Zellmobilisierung nahezu verdoppelte, d.h. dass fast 
doppelt so viele Zellen unter Eserine wanderten. 
 
Adulte neurale Stammzellen sind grundsätzlich in der Lage, zu geschädigten 
Hirnregionen zu wandern und dort neuroprotektive Wirkung („repair mechanisms“) 
durch z.B. Neurogenese zu entfalten. Dies wurde in der Literatur mehrfach 
beschrieben: Durch BrdU Markierung der Zellen konnten unter anderem Chen und 
Mitarbeiter bei adulten Mäusen eine Wanderung von endogenen neuralen 
Stammzellen zu geschädigten Regionen nachweisen. So führte eine induzierte 
Apoptose corticospinaler Motoneurone zu einer Mobilisierung von neuralen 
Stammzellen aus der SVZ zum Cortex, wo sie sich zu ausgereiften pyramidalen 
Neuronen differenzierten (Chen et al., 2004). 
Auch Bendel und Mitarbeiter zeigten mit Hilfe der BrdU Zellmarkierung, dass neurale 
Stammzellen in der Lage sind, in geschädigte Gebiete einzuwandern. Durch globale 
Ischämie zerstörten sie ca. 97 % der CA1 Region des Hippocampus von Ratten. 
Nach 90 Tagen waren Zellen aus der benachbarten periventrikulären Zone 
eingewandert und hatten bis zu 40% der ursprünglichen Neurone ersetzt. Diese 
Neubildung der Neurone ging mit einer Verbesserung von Gedächtnisleistung und 
räumlichen Lernvorgängen einher, die die Tiere durch die Zerstörung der CA1 
Region weitestgehend verloren hatten (Bendel et al., 2005). Dies ist in Bezug auf den 
Morbus Alzheimer interessant, da die CA1 Region des Hippocampus die am 
schwersten betroffene Hirnregion bei Alzheimerpatienten darstellt (Padurariu et al., 
2012; West et al., 2000). 
In neueren Arbeiten, die die Analyse der Zellmobilisierung zum Inhalt haben, wird die 
Methode der hochauflösenden Magnetresonanztomographie eingesetzt. Die Zellen 
werden hierbei entsprechend markiert, so dass die von ihnen zurückgelegten Wege 
im MRT verfolgt werden können. Yang und Mitarbeiter verwendeten hierfür 
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Eisenoxid-Partikel in Mikrongröße. Sie markierten in ihren Experimenten neurale 
Stammzellen der SVZ von Ratten mit massiv geschädigten Hirnarealen sowie von 
gesunden Kontrolltieren. Die MRT-Analyse zeigte, dass sich die markierten Zellen 
bei den kranken Tieren zu den infarzierten Gebieten hin bewegten, während bei den 
Kontrolltieren der physiologische Weg der Zellen entlang des sog. „rostral migratory 
stream“ zum Riechkolben zu beobachten war. Diese Ergebnisse zeigen, dass 
neurale Stammzellen ihre klassischen Wanderungseigenschaften als Reaktion auf 
pathologische Vorgänge im Gehirn verändern können (Yang et al., 2009). 
 
Neurale Stammzellen sind also in der Lage, in geschädigte Hirnregionen 
einzuwandern und dort Reparaturmechanismen auszuüben. Dieser 
Mobilisierungsprozess und Selbstreparaturmechanismus scheint jedoch 
natürlicherweise begrenzt zu sein. Nakatomi und Mitarbeiter zeigten allerdings, dass 
diese Vorgänge durch exogen gegebene Faktoren erheblich verstärkt werden 
können. Sie zerstörten durch ischämischen Insult einen Großteil der CA1 Region des 
Hippocampus von Ratten. Anschließend konnten sie eine Mobilisierung von neuralen 
Vorläuferzellen aus der benachbarten periventrikulären Zone beobachten. Es kam zu 
einer Wanderung, Proliferation und Differenzierung der Zellen, wodurch ein Teil der 
ursprünglichen Neurone in den geschädigten Gebieten ersetzt wurde. Dieser 
beschriebene Prozess konnte anschließend durch die exogene Infusion der 
Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 in hohem Maße gesteigert werden (Nakatomi et 
al., 2002). 
Auch Eserine könnte stellvertretend für die Gruppe der ACh-Inhhibitoren einen 
solchen Verstärker der oben beschriebenen Prozesse darstellen. In unseren 
Experimenten kam es durch Eserine zu einer signifikanten Erhöhung der 
Zellmobilisierung. Des Weiteren konnte in Bezug auf die Steigerung der Proliferation 
der Zellen durch Eserine eine positive Tendenz beobachtet werden. 
 
Die diskutierten Studien deuten darauf hin, dass neurale Vorläuferzellen in 
geschädigte Hirnregionen wandern und dort Reparaturprozesse ausführen. 
Dementsprechend kann spekuliert werden, dass eine Steigerung der 
Zellmobilisierung durch Eserine einen weiteren Erklärungsansatz für die positive 




Um verlässliche Ergebnisse im Zellmobilisierungsversuch zu gewährleisten wurden 
die Zellen vom Vollmedium befreit und in neutrales Medium (DMEM) überführt. Die 
Experimente erfolgten also in Abwesenheit der mitogenen, essentiellen 
Wachstumsfaktoren EGF und FGF II. Dieses Vorgehen ist wichtig, da die beiden 
Wachstumsfaktoren ideale Wanderungs- bzw. Mobilitätsbedingungen für 
Stammzellen darstellen und auf diese Weise das Ergebnis des Versuches verfälscht 
hätten. 
Das Risiko falscher Ergebnisse durch Pipettierfehler, Beschädigungen der Membran, 
Lufblasenbildung oder sonstiger experimenteller Fehler wurde verringert, indem 
jeweils ein dreifacher Ansatz (Triplets) für die Eserinegruppe sowie für die Kontrolle 
(DMEM) erfolgte. 
 
Die mechanische Entfernung der nicht gewanderten Zellen könnte als ein Nachteil 
der Methode ausgelegt werden, da die auf der Oberseite der Membran befindlichen 
Zellen unter dem Mikroskop nur schwer von den tatsächlich gewanderten Zellen zu 
unterscheiden sind. Allerdings gilt diese Vorgehensweise in der Literatur als 
Standard für Boydenkammer-Experimente unterschiedlicher Art und stellte sich auch 
in eigenen Testungen als effektiv heraus (Chakroborty et al., 2008; Ma et al., 2004; 
Mitchell et al., 2007). 
Des Weiteren handelt es sich bei diesem Versuch um in vitro Experimente. Dieser 
Versuchsaufbau ermöglicht eine isoliertere Analyse der Wirkung von Eserine auf die 
Mobilisierung der Zellen. Ein Nachteil dieser Methode liegt allerdings in der 
Nichtbeachtung physiolgischer Stör- bzw. Kompensationsfaktoren. Dieser Wegfall 
von möglichen Gegenregulatoren kann zu Veränderungen der Zellmobilisierung 








Die Messung des Neutrophin Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF-Expression) 
ergab eine Tendenz zugunsten der Eserinegruppe, d.h. die mRNA-Expression von 
BDNF war in allen untersuchten Proben erhöht. Dieses Ergebnis lässt sich mit einem 
Einfluss des Acetylcholinesterasehemmers auf die Expression des 
Wachstumsfaktors interpretieren.  
 
Eine Wirkung von Neurotransmittern auf die Genexpression von BDNF wurde 
beschrieben. So führt zum Beispiel Serotonin zu einer Steigerung der BDNF- 
Expression. Ratten, die mit den selektiven Serotonin-Wiederaufnahmeinhibitoren 
(SSRI) Sertralin bzw. Fluoxetin behandelt wurden, zeigten eine signifikante 
Steigerung der BDNF mRNA im Hippocampus. Zusätzlich konnte einer durch Stress 
ausgelösten Herunterregulation von BDNF durch die Behandlung mit Sertralin bei 
diesen Tieren entgegengewirkt werden (Duman und Monteggia, 2006; Nibuya et al., 
1995).  
In der Klinik wurden bei Patienten mit Depressionen deutlich verminderte BDNF- 
Serumsspiegel nachgewiesen, die nach Gabe von SSRIs signifikant anstiegen, 
verglichen mit einer unbehandelten Kontrollgruppe (Gonul et al., 2005; Shimizu et al., 
2003). 
Auch die beiden Neurotransmitter Glutamat und GABA beeinflussen die Expression 
dieses Wachstumsfaktors. Dabei wirkt Glutamat als steigernder und GABA als 
vermindernder Faktor der BDNF-Expression. Die Blockade von Glutamatrezeptoren 
bei Ratten durch den nicht-kompetetiven NMDA-Rezeptor Antagonisten MK-801 
führte zu einer signifikanten Verminderung des BDNF mRNA-Gehalts im 
Hippocampus. Die Stimulation von GABA-Rezeptoren durch den GABA-Agonisten 
Muscimol erzielte ähnliche Ergebnisse (Zafra et al., 1991). 
Der in den oben genannten Arbeiten gefundene Zusammenhang zwischen 
Neurotransmittern und der Regulation der BDNF-Expression wurde auch für das hier 
untersuchte cholinerge System beschrieben. Knipper und Mitarbeiter sowie Zafra 
und Mitarbeiter berichteten über eine Hochregulation von BDNF-mRNA im 
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Hippocampus von Ratten durch cholinerge Aktivierung. Auch unsere Ergebnisse 
deuten in diese Richtung. 
Zafra und Mitarbeiter behandelten hippocampale Neurone mit Carbachol, das ein  
Strukturanalogon von Acetylcholin darstellt. Es bindet am Muskarinrezeptor und 
aktiviert so das cholinerge System. Hierdurch kam es zu einer signifikant erhöhten 
Expression von BDNF (Zafra et al., 1990).  
Auch Knipper und Mitarbeiter konnten eine signifikante Erhöhung der BDNF-
Expression durch Aktivierung des cholinergen Systems nachweisen. Sie behandelten 
Ratten mit dem Parasympathikomimetikum Pilocarpin, das ebenfalls eine Bindung 
mit dem Muskarinrezeptor eingeht. Nach 4h zeigte sich eine Zunahme des BDNF 
mRNA-Spiegels im Hippocampus der Tiere um 350% (Knipper et al., 1994). 
Umgekehrt führte die Auschaltung der cholinergen Afferenzen des Hippocampus bei 
Ratten zu einer Verminderung des BDNF-mRNA Gehaltes von bis zu 69% (Lapchak 
et al., 1993). 
Die Tendenz unserer Ergebnisse in Bezug auf eine erhöhte BDNF-Expression durch 
Eserine und die Ergebnisse der oben genannten Arbeiten stellen eine mögliche 
Erklärung für die unter 6.1 diskutierte Steigerung der Neurogenese dar. Die 
vermehrte Proliferation der adulten neuralen Stammzellen durch Eserine bzw. 
Acetylcholin könnte indirekt über eine diskrete Erhöhung von BDNF verursacht sein, 
da eine proliferationssteigernde Wirkung des Wachsttumsfaktor BDNF beschrieben 
wurde. So infundierten Scharfman und Mitarbeiter diesen Wachstumsfaktor über 
zwei Wochen mit Hilfe von osmotischen Pumpen direkt in den Hippocampus von 
Ratten mit dem Ergebnis einer signifikanten Steigerung der Neurogenese 
(Scharfman et al., 2005). 
Für einen proliferationssteigernden Effekt von BDNF sprechen auch Beobachtungen 
von Rossi und Mitarbeitern: Es ist bekannt, dass Faktoren wie eine stimulierende 
Umwelt oder vermehrte körperliche Aktivität gleichzeitig zu einer erhöhten BDNF-
Expression und zu einer gesteigerten  Neurogenese führen (Russo-Neustadt et al., 
2004; Sun et al., 2010). In ihrer Studie zeigten Rossi und Mitarbeiter, dass bei 
transgenen Mäusen (BDNF+/-), die einen verminderten Spiegel von BDNF 
aufwiesen, keine Steigerung der Neurogenese in einer reizüberfluteten Umwelt 




Seinen proliferationssteigernden Effekt entfaltet BDNF über den TrkB-Rezeptor. 
Durch Auschaltung dieses Rezeptors kommt es zu einem drastischen Abfall der 
hippocampalen Neurogenese: Li und Mitarbeiter verglichen die Zahl der neu 
gebildeten Neurone in der SGZ von TrkB Knockout-Mäusen mit WT Mäusen. Die 
transgenen Tiere zeigten eine signifikant verminderte hippocampale Neurogenese im 
Vergleich zu den genetisch unveränderten Kontrolltieren. Des Weiteren behandelten 
sie transgene Tiere und Kontrolltiere mit antidepressiv wirkenden Substanzen 
(Fluoxetin bzw. Imipramin) für 21 Tage bzw. setzten sie für sechs Wochen 
vermehrter körperlicher Aktivität aus. Antidepressiva sowie gesteigerte körperliche 
Aktivität führen sowohl zu einem erhöhten BDNF-Spiegel als auch zu einer 
gesteigerten Neurogenese (Malberg et al., 2000; Russo-Neustadt et al., 2004; van 
Praag et al., 1999). So zeigten die Kontrolltiere nach der Behandlung mit Fluoxetin 
bzw. Imipramin eine signifikant gesteigerte Proliferation von hippocampalen 
Stammzellen im Vergleich zu den TrkB Knockout-Tieren. Auch die sechswöchige 
körperliche Anstrengung führte bei den transgenen Mäusen zwar zu einer Erhöhung 
des BDNF-Spiegels, jedoch nicht zu einer vermehrten Neurogenese, wie es bei den 
Kontrolltieren der Fall war. Diese Beobachtungen demonstrieren, dass die 
proliferationsteigernde Wirkung von BDNF nur im Zusammenspiel mit dem TrkB- 
Rezeptor möglich ist (Li et al., 2008). 
 
Ein indirekter Weg zur Erhöhung der Neurogenese über einen 
proliferationssteigernden Wachstumsfaktor wurde bereits am Beispiel des Insulin like 
Growthfactor (IGF-1) beschrieben. Narimatsu und Mitarbeiter haben die 
proliferationssteigernde Wirkung des Acetylcholinestersehemmers Donepezil auf die 
vermehrte Expression von IGF-1 zurückgeführt (Narimatsu et al., 2009). 
Dementsprechend lassen die Ergebnisse dieser Arbeit die Vermutung zu, dass 
Eserine seine Wirkung auf die Neurogenese indirekt über den 










Die Genexpression von Synaptophysin zeigte sowohl in der Eserinegruppe als auch 
in der Kontrollgruppe ähnliche Ergebnisse. Ein signifikanter Unterschied zwischen 
den beiden Gruppen in Bezug auf die mRNA-Expression von SYP war nicht zu 
erkennen. 
Synaptophysin ist ein synaptisches Protein, das als Marker der Synaptogenese und 
der Anzahl von Nervenendigungen dient, da es unter anderem bei der Bildung neuer 
Synapsen vermehrt exprimiert wird (Lietz et al., 2003; Valtorta et al., 2004). 
Das Protein wird unter anderem auch mit der Pathogenese des Morbus Alzheimers 
in Verbindung gebracht. Mehrere Arbeiten zeigten ein vermindertes Vorkommen des 
Proteins bei Alzheimer Patienten. So berichteten beispielsweise Sze und Mitarbeiter 
über eine Verminderung des Synaptophysingehaltes im Hippocampus von 
Alzheimerpatienten von bis zu 55% im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Sze et al., 
1997). Des Weiteren scheint der Synaptophysingehalt mit dem Schweregrad der 
kognitiven Dysfunktion der Patienten - unter anderem gemessen an ihrem Ergebnis 
im Mini Mental Status Test (MMST) - zu korrelieren (Sze et al., 1997; Terry et al., 
1991). 
Ein positiver Einfluss von Acetylcholinesterasehemmern auf die SYP-Expression 
bzw. auf den SYP-Gehalt könnte also einen möglichen Erklärungsansatz für die 
schon vorher angesprochene symptomlindernde Wirkung der Medikamente bei 
Alzheimer Patienten darstellen. Allerdings wird der Einfluss von 
Acetycholinesterasehemmern auf Synaptophysin in der Literatur kontrovers 
diskutiert. Es finden sich sowohl Arbeiten, die über einen Anstieg von Synaptophysin 
berichten, als auch Arbeiten, die keinen Einfluss der Inhibitoren zeigten. 
So konnten beispielsweise Bailey und Lahiri eine statistisch signifikante Erhöhung 
des SYP-Spiegels bei Ratten unter der Behandlung mit dem AChE-Hemmer 
Rivastigmin nachweisen. Zelllysate kortikaler Kulturen von Rattenembryos, die für 
48h mit dem ACh-Inhibitor behandelt wurden, zeigten auf Proteinebene einen 
dosisabhängigen Anstieg des Synaptophysingehaltes um bis 250% (Bailey und 
Lahiri, 2010). 
Hedberg und Mitarbeiter behandelten zwei unterschiedliche transgene Alzheimer 
Mausmodelle (APPswe und 3xTg-AD) mit dem AChE-Hemmer Huprine X. Sie 
konnten signifikant erhöhte Synaptophysinspiegel bei den 3xTg-AD-Mäusen (um ca. 
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140%) im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren nachweisen. Im APPswe-Modell 
konnte allerdings, ähnlich zu unseren Ergebnissen, keine Veränderung des SYP-
Spiegels nachgewiesen werden (Hedberg et al., 2010). 
In einer weiteren Arbeit, die vergleichbare Resultate erzielte, wurden APPswe-Mäuse 
mit dem AChE-Hemmer Donepezil behandelt. Auch hier konnten keine signifikanten 
Veränderungen des Synaptophysinspiegels festgestellt werden (Dong et al., 2009). 
 
Diese Diskrepanz der Ergebnisse wird in der Literatur in erster Linie mit den 
unterschiedlichen Tier- bzw. Zellmodellen begründet, die für die Untersuchungen 
herangezogen wurden (Hedberg et al., 2010). Ein weiterer Grund für die 
abweichenden Resultate könnten die eingesetzten Substanzen sein. Der 
Synaptophysin steigernde Effekt einiger AChE-Hemmer könnte durch einen bis jetzt 
unbekannten Mechanismus unabhängig von ihrer Wirkung gegen die 






Die Genexpressionsanalyse der Beta-Sekretase-1 (BACE1) zeigte in der Mehrzahl 
der untersuchten Proben ähnliche Ergebnisse und zwar sowohl in der Eserinegruppe 
als auch in der Kontrollgruppe. Zwei Proben wiesen stark erniedrigte BACE1-
Expressionswerte unter der Behandlung mit Eserine im Vergleich zur Kontrollgruppe 
auf. Eine statistische Signifikanz der Ergebnisse war insgesamt jedoch nicht zu 
erkennen. 
 
Der mehrfach angesprochene positive Effekt von Acetylcholinesterasehemmern auf 
Alzheimerpatienten scheint nicht allein auf ihre ACh-steigernde Wirkung beschränkt 
zu sein. Giacobini und Mitarbeiter gehen davon aus, dass die Medikamente neben 
den symptomatischen auch zusätzliche krankheitsverändernde Effekte ausüben 
(Giacobini, 2001). Mehrere Arbeiten deuten in diesem Zusammenhang auf einen 
Einfluss von ACh-Hemmern auf den ßAmyloid-Spiegel und die Prozessierung des 
ßAmyloid-Vorläuferproteins Amyloid-Precursor-Protein (APP) hin.  
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So behandelten beispielsweise Shaw und Mitarbeiter humane Neuroblastomzellen 
mit dem selektiven, nicht kompetetiven ACh-Inhibitor Phenserine. Anschließende 
Analysen des Zellmediums ergaben statistisch signifikant verminderte APP- und 
ß-Amyloid-Werte. Ferner konnten sie nachweisen, dass der angesprochene Effekt 
nicht durch die klassische Acetylcholinesterase-hemmende Wirkung des 
Medikaments hervorgerufen wurde, da das bezüglich dieser Wirkung inaktive 
Stereoisomer die gleichen Effekte erzielte (Shaw et al., 2001). Dies ist ein weiteres 
Beispiel für einen alternativen, intrinsischen Wirkmechanismus der ACh-Inhibitoren. 
 
Die genauen molekularen Mechanismen, die zu einer Abnahme von ß-Amyloid durch 
ACh-Hemmer führen, sind allerdings nicht abschließend geklärt.  
In diesem Zusammenhang könnte die Beta-Sekretase eine interessante Rolle 
spielen. Sie ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der Entstehung von 
ß-Amyloid und somit maßgeblich an der Pathogenese des Morbus Alzheimer 
beteiligt. Durch Inaktivierung bzw. Fehlen des Enzyms kommt es zu stark 
verminderter bzw. ausbleibender Bildung von ß-Amyloid, wie es in zahlreichen 
Studien anhand von BACE1 Knockout-Mausmodellen dargestellt wurde (Cai et al., 
2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001; Vassar, 2002). 
  
Einige Acetylcholinesterasehemmer scheinen die Aktivität bzw. Expression der beta-
Sekretase zu vermindern. Hierauf deuten mehrere Arbeiten hin: 
Zimmermann und Mitarbeiter arbeiteten mit Thrombozyten von Alzheimerpatienten. 
Diese stellen ein verlässliches Modell für die pathogenetischen Veränderungen im 
zentralen Nervensystem dar (Baskin et al., 2000; Colciaghi et al., 2004; Li et al., 
1995). Die Untersucher behandelten Alzheimer Patienten über 30 Tage mit dem 
ACh-Hemmer Donepezil. Im Anschluß wurden die Thrombozyten der Patienten u.a. 
auf die Aktivität (das Schneideverhalten) der beta-Sekretase untersucht. Die 
Ergebnisse zeigten eine statistisch signifikant verminderte beta-Sekretase-Aktivität 
bei AD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen (Zimmermann et al., 
2005). 
Lahiri und Mitarbeiter untersuchten ebenfalls den Einfluss von ACh-Inhibitoren auf  
die beta-Sekretase. Sie behandelten Mäuse über 21 Tage mit Posiphen, dem 
cholinergisch inaktiven Enantiomer von Phenserine. Die Ergebnisse zeigten eine 
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signifikante Reduktion der beta-Sekretase-Aktivität. Da Posiphen keine 
Cholinesterase-hemmende Wirkung besitzt, scheint auch dieser Effekt durch einen 
alternativen Wirkmechnismus des ACh-Inhibitors hervorgerufen zu sein (Lahiri et al., 
2007). 
In einer kürzlich veröffentlichten Arbeit wurde die beta-Sekretase Proteinexpression 
unter dem Einfluss eines ACh-Hemmers untersucht. Eine humane Neuroblastom 
Zelllinie wurde mit dem ACh-Inhibitor Galantamin behandelt. Die anschließende 
Analyse des BACE1 Spiegels zeigte signifikant verminderte Werte in der 
Galantamin-Gruppe im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen (Li et al., 2010). 
Li und Mitarbeiter zeigten ferner, dass eine leichte Hochregulation der BACE mRNA 
zu einem massiven Anstieg von ß-Amyloid führt. Ob eine  geringe Herunterregulation 
zu einem Abfall führt, kann nur spekuliert werden (Lahiri et al., 2007; Li et al., 2006). 
 
Aufgrund der entscheidenden Rolle, die BACE1 an der Prozessierung von APP zu 
ßAmyloid spielt, könnte eine Aktivitätsminderung des Enzyms bzw. eine wie auch in 
dieser Arbeit untersuchte Herunterregulation der BACE1 mRNA eine mögliche 
Ursache für den verminderten ß-Amyloidspiegel unter Behandlung mit ACh-
Inhibitoren darstellen. Dies könnte ein weiterer Erklärungsansatz für den durch ACh-







Unsere Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von TPH2 zeigen eine eindeutige 
Tendenz in Bezug auf eine erhöhte TPH2-Expression in Zellen unter Behandlung mit 
Eserine. In allen untersuchten Proben konnte ein höherer TPH2-mRNA Gehalt in der 
Eserinegruppe im Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe festgestellt 
werden. 
Klinische Beobachtungen belegen eine stimmungsaufhellende Wirkung von 
Acetylcholinesterasehemmern. Vor allem bei Patienten mit Morbus Alzheimer, die 
häufig unter depressiven Verstimmungen leiden, konnte über den positiven Effekt 
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berichtet werden. Die meisten erfolgreichen Ergebnisse wurden in diesem 
Zusammenhang mit Donepezil erzielt. So ergab beispielsweise eine Studie mit über 
2000 Patienten, die unter leichtem bis mittelschwerem Morbus Alzheimer litten, eine 
signifikante Besserung der Stimmungslage unter der Behandlung mit Donepezil 
(Burt, 2000). 
Gauthier und Mitarbeiter berichteten ebenfalls über die vorteilhafte Wirkung dieses 
Medikaments auf Depression und Angststörungen. In einer Studie mit 290 Patienten 
mit mittelschwerer bis schwerer Alzheimer-Demenz konnte in Bezug auf die oben 
genannten Symptome ein signifikanter Vorteil von Donepezil im Vergleich zu einem 
Placebo festgestellt werden (Gauthier et al., 2002). 
Die genauen molekularen Mechanismen, durch die die Acetylcholinesterasehemmer 
ihre positive Wirkung auf die Stimmung der Patienten entfalten, sind allerdings nicht 
bekannt. Eine mögliche Erklärung könnte die Hochregulation der 
Tryptophanhydroxylase-2 sein. Sie ist das Schlüsselenzym der neuralen 
Serotoninsynthese und somit der bestimmende Faktor für den Serotoninspiegel im 
zentralen Nervensystem.  
Der Neurotransmitter Serotonin spielt eine bedeutende Rolle in der Pathogenese von 
affektiven Störungen, was unter anderem durch die erfolgreiche Behandlung dieser 
Erkrankungen durch selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitoren (SSRI’s) 
verdeutlicht wird (Castren, 2005; Mann, 1999; Nemeroff und Owens, 2002; Owens 
und Nemeroff, 1994; Ressler und Nemeroff, 2000). 
 
In neueren Studien wird sogar über einen direkten Zusammenhang von affektiven 
Störungen und TPH2 berichtet.  
Shishinka und Mitarbeiter behandelten Ratten mit dem SSRI Fluoxetin. Die Wirkung 
des Medikaments wurde mit Hilfe des forced swim test gemessen. Beim forced swim 
test wird das Versuchstier in einen zylinderförmigen Glasbehälter platziert. Dieser 
Behälter enthält so viel Wasser, dass das Tier den Boden nicht berühren kann. 
Zunächst versucht das Tier aus dem Behälter zu entfliehen und zeigt dabei 
angestrengte Bewegungen (Struggling), welche als eine Art Bewältigungsstrategie 
angesehen werden. Nach einer Weile scheint das Tier zu erkennen, dass es keinen 
Ausweg gibt. Es macht nur noch so viele Bewegungen, dass es mit dem Kopf über 
Wasser bleibt. Dieses sog. floating spiegelt eine Depressions-ähnliche 
Verhaltensweise wider (Cryan und Mombereau, 2004). Durch den Einsatz von 
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Fluoxetin kam es zu einer Verkürzung der floating-Phasen. Des Weiteren korrelierte 
der antidepressive Effekt des Medikaments mit einer signifikanten Hochregulation 
der neuralen TPH2 mRNA (Shishkina et al., 2007). 
Auch Beaulieu und Mitarbeiter konnten die enge Beziehung zwischen TPH2 und 
depressiven Störungen aufzeigen. Sie arbeiteten mit genetisch veränderten Mäusen, 
deren TPH2 Aktivität um 80% reduziert war. Diese Tiere zeigten deutlich vermehrte 
depressionsverwandte Verhaltensweisen (Beaulieu et al., 2008). 
Die Tendenz unserer Ergebnisse in Bezug auf die Hochregulation von TPH2 durch 
Eserine, in Zusammenhang mit den oben genannten Arbeiten, könnte einen 
möglichen Erklärungsansatz für die stimmungsaufhellende Wirkung von 
Acetylcholinesterasehemmern darstellen. Die Tendenz der eigenen Ergebnisse weist 
zwar auf eine Hochregulation von TPH2 durch Eserine hin, da jedoch keine 
statistische Signifikanz erreicht wurde, bleibt dieser Erklärungsansatz zunächst, trotz 





Die Messung der Genexpression erfolgte mit Hilfe der quantitativen Real Time PCR. 
Sie stellt auf diesem Gebiet momentan eine der zuverlässigsten Methoden dar 
(Bustin et al., 2009; Kubista et al., 2006). 
Durch unterschiedliche Effizienzen während der RNA-Extraktion sowie der Reversen 
Transkription kann es zu ungleichmäßigen RNA-Konzentrationen innerhalb der 
einzelnen Proben kommen. Um diese Schwankungen weitestgehend zu verhindern, 
wurden die RNA-Konzentration und Qualität mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzer 
vermessen.  
Ein weiterer Schritt, falsche Messungen aufgrund von unterschiedlichen Mengen von 
Startmaterial innerhalb der Proben zu vermeiden, stellt die Normalisierung der 
Proben auf Referenzgene dar. Referezgene zeichnen sich durch ubiquitäres 
Vorkommen und eine weitestgehend konstante Expression aus. Idealerweise wählt 
man hierbei mehr als ein Referenzgen. Dementsprechend wurden in dieser Arbeit 
die Gene GAPDH, ACTß und TBP eingesetzt. 
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Da alle Proben gemeinsam innerhalb eines PCR-Laufs gemessen wurden, konnten 
Messfehler aufgrund von technischen Faktoren des Lightcyclers sowie evtl. 
schwankende Enzymaktivitäten von unterschiedlichen Herstellerchargen umgangen 
werden. Ferner konnte das Risiko von Pippetierfehlern durch das Ansetzen der 
Proben in Triplets verringert werden. 
Die Ergebnisse der Genepressionsanalyse ließen keine statistische Signifikanz 
erkennen. Allerdings zeigte sich v.a. bei zwei der untersuchten Gene - BDNF und 
TPH2 - eine Tendenz in Bezug auf eine erhöhte Genexpression in der 
Eserinegruppe. Bei diesen beiden Genen kam es in allen untersuchten Proben zu 
einer gesteigerten Expression unter Eserinebehandlung im Vergleich zu 
unbehandelten Kontrollzellen. Eine statistische Signifikanz der Ergebnisse könnte in 
nachfolgenden Experimenten durch Analyse einer erhöhten Anzahl von Proben 
erreicht werden. 
Darüber hinaus muss berücksichtigt werden, dass die Genexpressionsanalyse 
lediglich Auskunft über die mRNA Expression der Gene gibt. Durch 
posttranskriptionale sowie posttranslationale Veränderungen können Diskrepanzen 
zwischen exprimierter mRNA und der im Endeffekt vorhandenen Proteinmenge 
auftreten. Um Aussagen über die tatsächlich translatierte Proteinmenge bzw. die 
Enzymaktivität zu treffen, könnte in nachfolgenden Versuchen ein zusätzlicher 






Das Gehirn ist in der Lage, sich sowohl an physiologische Anforderungen der 
Umwelt als auch an pathologische Veränderungen anzupassen. Diese Eigenschaft 
wird als Neuroplastizität bezeichnet. Derartige neuroplastische 
Anpassungsmechanismen spielen auch bei der Wirkung von Psychopharmaka eine 
wichtige Rolle. Allerdings sind die genauen molekularen Mechanismen, die diese auf 
die Neuroplastizität ausüben, für viele Substanzen nicht abschließend geklärt. Dies 
gilt auch für Acetycholinesterase-Inhibitoren, die im Rahmen des Morbus Alzheimers 
eingesetzt werden, um den bei dieser Erkrankung auftretenden ACh-Mangel 
auszugleichen. 
Die vorliegende Arbeit untersucht am Beispiel von Eserine den Einfluss von ACh-
Inhibitoren auf neuroplastische Vorgänge. Die Untersuchung konzentriert sich auf 
Veränderungen neuraler Stammzellen, die einen großen Teil dieser neuroplastischen 
Prozesse ausmachen. Als Zellmodell dienten undifferenzierte adulte neurale 
Hippocampus Stammzellen der Maus. Diese wurden auf neuroplastische Effekte in 
Bezug auf die Expression bestimmter Zielgene, Proliferation sowie Zellmobilisierung 
analysiert.  
 
Die veränderte Expression von bestimmten Zielgenen stellt einen neuroplastischen 
Anpassungsmechanismus dar. In dieser Arbeit wurde der Effekt von Eserine auf 
BACE1, BDNF, SYP, TPH2 untersucht, da diese Gene auf verschiedenen Stufen in 
der Pathologie des Morbus Alzheimer involviert sein können. 
Die Expressionsanalyse der Gene BACE1 und SYP zeigte keine Veränderung durch 
den AChE-Inhibitor. Bei BDNF und TPH2 konnte eine Erhöhung der Genexpression 
durch den Einfluss von Eserine festgestellt werden, ohne jedoch das 
Signifkanzniveau zu erreichen.  
Bei einer Schädigung von neuronalem Gewebe kann es durch eine vermehrte 
Stammzellproliferation zu einem Ersatz von untergegangenen Nervenzellen 
kommen. Ein positiver Effekt auf die Proliferation neuraler Stammzellen ist durch 
AChE-Inhibitoren insbesondere in in vivo Experimenten wiederholt in der Literatur 
beschrieben worden. In den Experimenten dieser Arbeit konnte ebenfalls eine 
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proliferationssteigernde Wirkung auf Stammzellen durch Eserine beobachtet werden, 
die allerdings das statistische Signifikanzniveau verfehlte.  
Mobilisierung von Stammzellen aus anderen Hirnarealen in geschädigte Gebiete, um 
untergegangene Zellen zu ersetzen, stellt eine weitere Facette zum Themenkomplex 
Neuroplastizität dar. Dementsprechend wurde dieser Reparaturmechanismus 
untersucht. Es konnte eine statistisch signifikante Erhöhung der Zellmobilisierung 
durch Eserine festgestellt werden. 
 
Aufgrund dieser Untersuchungen lässt sich der Acetylcholinesteraseinhibitor Eserine 






Aß  Beta-Amyloid 
ACh   Acetylcholin 
AChE  Acetylcholinesterase 
ACTB  Beta-Aktin 
AMPA-R alpha-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat Rezeptor  
ARBP  attachment region binding protein 
BACE1 beta-site APP cleaving enzyme 1 
BDNF  brain derived neurotrophic factor 
BLBP  brain lipid-binding protein 
BrdU  Bromdesoxyuridin 
cDNA  Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CGRP  calcitonin gene-related peptide 
Ct-Wert cycle threshold 
DAPI  4’,6-Diamidin-2-phenylindol 
DCX  doublecortin 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  Desoxynukleosidtriphosphat 
DPX  Dibutylpthalat-Polystyren-Xylen 
EGF  epidermal growth factor 
FGF2  fibroblast growth factor 2 
GABA  Gamma-Amino-Buttersäure 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GFAP  glial fibrillary acidic protein  
HPRT  Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 
mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
MRT  Magnetresonanztomographie 
NeuN  Neuronales Kernprotein 
NMDA-R  N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor 
NSC  Neurale Stammzellen 
PBS  phosphate buffered saline  
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PCR  polymerase chain reaction 
PPIA  Peptidylprolyl Isomerase A 
PSA-NCAM  polysialylated neural cell adhesion molecule 
qPCR  quantitative real time polymerase chain reaction 
RNA  Ribonukleinsäure 
SGZ  Subgranuläre Zone 
SOX2  sex determining region Y-box 2 
SSRI  Serotonin-Wiederaufnahmeinhibitor 
SVZ  Subventrikuläre Zone 
SYP  Synaptophysin 
TBP  TATA-Box-bindendes Protein 
TPH2  Tryptophanhydroxylase 2 
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